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OCENA ZDOLNO�CI DRO�D�Y SACCHAROMYCES
CEREVISIAE DO FERMENTACJI MONOSACHARYDÓW 
POCHODNYCH LAKTOZY 

Ma�gorzata Lewandowska, Agnieszka Piotrowicz-Cie�lak 
Uniwersytet Warmi�sko-Mazurski w Olsztynie1 

Streszczenie. Przeprowadzono charakterystyk� przemys�owych dro�d�y gorzelniczych 
Saccharomyces cerevisiae pod wzgl�dem zdolno�ci do fermentacji monosacharydów, po-
chodnych laktozy. Oceniono ich naturalne predyspozycje do fermentacji pod�ó� z udzia-
�em hydrolizatów laktozy (12%), jak równie� szybko�
 zu�ywania cukrów w testowym 
pod�o�u fermentacyjnym (6%glu+6%gal) w zale�no�ci od sposobu wst�pnej propagacji 
dro�d�y: na typowym pod�o�u z glukoz� lub na pod�o�ach adaptacyjnych: z galaktoz�  
albo mannoz�.  
Stwierdzono, �e st��enie alkoholu w uzyskanych po fermentacji pochodnych laktozy  
z udzia�em badanych dro�d�y nie przekroczy�o 4% v:v. Dzi�ki przeprowadzonej analizie 
chromatograficznej sacharydów oceniono szybko�
 ich wykorzystania w fermentuj�cej 
mieszaninie. Stwierdzono efekt opó�nienia wykorzystania galaktozy przez dro�d�e, wy-
wo�any zjawiskiem represji glukozy. Wst�pna propagacja badanych dro�d�y na pod�o�ach 
adaptacyjnych przed procesem fermentacji spowodowa�a przyspieszenie momentu asymi-
lacji galaktozy, skutkuj�c zwi�kszeniem ko�cowego st��enia alkoholu do 4,2–4,4% v:v. 

S�owa kluczowe: dro�d�e gorzelnicze, laktoza, fermentacja, etanol, represja glukozy 

WST�P 

W ostatnich latach obserwuje si� d��enie do rozwoju energetyki odnawialnej. Jest 
ono zwi�zane z ukierunkowaniem zainteresowa� badawczych na wykorzystanie nad-
wy�ki p�odów rolnych czy te� produktów ubocznych przemys�u spo�ywczego, jak rów-
nie� z intensywnym zmniejszaniem si� zasobów kopalnych surowców energetycznych. 
Spo�ród biotechnologicznych metod s�u��cych pozyskiwaniu energii mo�na wymieni
 
fermentacj� alkoholow�, której produkt – etanol mo�e by
 dodatkiem do benzyn.  

G�ównym produktem ubocznym przemys�u mleczarskiego jest serwatka, stanowi�ca 
bogate �ród�o laktozy – dwucukru wykorzystywanego w ograniczonym zakresie, ze 
wzgl�du na s�ab� rozpuszczalno�
, nisk� s�odko�
 i nietolerancj� przez niektóre organi-
zmy [Szczodrak 2000]. 

                                                           
Adres do korespondencji – Corresponding author: Ma�gorzata Lewandowska, Katedra Biotechno-
logii �ywno�ci, Uniwersytet Warmi�sko-Mazurski w Olsztynie, ul. Heweliusza 1, 10–718 
Olsztyn; e-mail: malgorzata.lewandowska@uwm.edu.pl 
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W wielu krajach rozwini�tych gospodarczo, np. Irlandii, USA, Nowej Zelandii ser-
watk� stosuje si� jako surowiec do produkcji etanolu. Zainteresowanie otrzymywaniem 
etanolu z tego produktu ubocznego jest uzasadnione wzgl�dami takimi, jak mo�liwo�
 
zaoszcz�dzenia tradycyjnych surowców (melasa, ziemniaki), konieczno�ci� ochrony 
�rodowiska (BZT5 serwatki wynosi 30 g O2·dm-3); dobr� jako�ci� ko�cowego produktu 
– nie odbiegaj�cego od jako�ci alkoholu otrzymanego z tradycyjnych surowców  
[Molska 1985]. Ze wzgl�du na coraz powszechniejsze wykorzystanie procesów mem-
branowych w przetwórstwie mleka i serwatki spora ilo�
 laktozy koniecznej do zago-
spodarowania pozostaje w permeacie, odcieku po ultrafiltracji [Gonzalez Siso 1996]. 
Pozbawiony bia�ek, bogaty w laktoz� permeat mo�e by
 dobrym substratem do fermen-
tacji alkoholowej. Wa�n� przeszkod� utrudniaj�c� powszechne wykorzystanie wymie-
nionych produktów odpadowych w gorzelnictwie jest ma�o atrakcyjna wydajno�
 fer-
mentacji etanolowej laktozy przez dro�d�e tzw. laktozowe, np. Kluyveromyces fragilis 
[Golubev i Golubev 2004]. Nie bez znaczenia jest równie� poziom st��enia wymienio-
nego cukru w serwatce lub w permeacie decyduj�cy o wydajno�ci procesu fermentacyj-
nego. Zawarto�
 innych sk�adników, takich jak kwasy organiczne oraz zwi�zki azotowe 
i fosforowe – niezb�dnych do prawid�owego funkcjonowania dro�d�y, mo�na odpo-
wiednio modyfikowa
. Ze wzgl�dów ekonomicznych celowe wydaje si� wi�c wykorzy-
stanie permeatu lub serwatki w formie 2–3-krotnie skoncentrowanej. Takie dzia�anie 
prowadzi z kolei do nadmiernego wzrostu ci�nienia osmotycznego obni�aj�cego aktyw-
no�
 dro�d�y. Niezb�dne wydaj� si� wówczas zabiegi powoduj�ce cz��ciowe odminera-
lizowanie koncentratu serwatki do zawarto�ci co najwy�ej 0,7–1,0% popio�u [Popko  
i in. 1992]. W�ród typowych dro�d�y gorzelniczych wyst�puje wiele szczepów o wyso-
kiej osmotolerancji, jednak nie s� one z kolei w stanie bezpo�rednio fermentowa
 laktozy 
ze wzgl�du na brak odpowiedniego aparatu enzymatycznego. Warunkiem ich wykorzy-
stania w fermentacji laktozy jest jej wspomaganie enzymatyczn� hydroliz� z udzia�em 
�-galaktozydazy. Powstaj�ce w wyniku tego zabiegu cukry proste: glukoza i galaktoza 
nie podlegaj� jednak fermentacji w efektywny sposób: zwi�zane jest to z powszechnym 
zjawiskiem represji katabolicznej, które towarzyszy wszelkim reakcjom zachodz�cym 
w �rodowisku zawieraj�cym kilka konkurencyjnych �róde� w�gla. Glukoza jako sub-
strat naj�atwiej przyswajalny wywiera inhibuj�cy wp�yw na ekspresj� genów odpowie-
dzialnych za aktywacj� enzymów umo�liwiaj�cych wykorzystanie konkurencyjnej 
galaktozy. Daje to efekt sekwencyjnego wykorzystywania dost�pnych cukrów i skutku-
je wyd�u�eniem procesu fermentacyjnego. Wi�kszo�
 szczepów z gatunku S. cerevisiae 
charakteryzuje si� w�a�nie takimi w�a�ciwo�ciami. Zdarzaj� si� jednak wyj�tki, które  
w wi�kszym lub mniejszym stopniu s� odporne na represj� glukozy. Mo�e to by
 spo-
wodowane zarówno naturalnymi cechami danego szczepu, jak i przypadkowymi muta-
cjami [Keating 2004]. Doniesienia literaturowe dotycz�ce zakresu bada� prowadzonych 
nad problemem represji katabolicznej wskazuj�, �e nadal jest to problem nie rozwi�za-
ny. Stosowanie adaptacji drobnoustroju na odpowiednim pod�o�u w celu indukcji bio-
syntezy zakodowanych w jego genomie enzymów mo�e prowadzi
 do wzrostu zdolno-
�ci degradacyjnych okre�lonego ksenobiotyku. Tego typu zabieg mo�e by
 po�rednio 
przyczyn� mutacji prowadz�cych do rozszerzenia szlaku metabolicznego (ekspansja 
horyzontalna) [Fiedurek 2007]. Techniki in�ynierii genetycznej pozwalaj� na efektywne 
modyfikowanie po��danych cech drobnoustrojów poprzez przenoszenie odpowiednich 
genów i ich amplifikacj� [Olsson i Nielsen 2000, Rodriguez i wsp. 2003, Beccerra i in. 
2002, Sedlak i Ho 2004, Rubio-Texeira 2005]. Badania prowadzone od szeregu lat  
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w tym kierunku wskazuj� na cz�sto spotykan� niestabilno�
 mitotyczn� konstruowa-
nych szczepów b�d� te� os�abienie innych wa�nych cech (np. szybko�
 wzrostu)  
[Rubio-Teixeira i in. 2000]. Niemniej jednak s� to dzia�ania najbardziej obiecuj�ce. 
Nieliczne literaturowe przyk�ady bada� dotycz�cych poprawy zdolno�ci fermentacyj-
nych dro�d�y S. cerevisiae bez ingerencji w DNA �wiadcz� o tym, �e nie jest to �atwe 
zadanie. Jednak skrining, adaptacja i mutacje naturalne s� �atwiej akceptowane przez 
potencjalnych producentów, ze wzgl�du na panuj�c� ogólnie niech�
 do genetycznie 
modyfikowanych organizmów, a tak�e z powodu skomplikowanych procedur legisla-
cyjnych wymaganych do ich stosowania.  

Celem pracy by�a charakterystyka naturalnych zdolno�ci przemys�owych dro�d�y 
Saccharomyces cerevisiae do fermentacji pochodnych laktozy oraz ocena wp�ywu za-
biegów wst�pnej propagacji na dynamik� wykorzystania konkurencyjnych cukrów  
w pod�o�u fermentacyjnym. 

MATERIA� I METODY BADA� 

Surowcami do bada� by�y: zbo�owy zacier gorzelniczy pochodz�cy z gorzelni  
w Bart��ku k. Mor�ga, suszony permeat po ultrafiltracji serwatki pozyskany z Zak�adu 
Mleczarskiego w Ostrowii Mazowieckiej oraz cukry – �ród�a w�gla do pod�ó� fermen-
tacyjnych pochodzenia handlowego: laktoza (POCh), glukoza (POCh), D+galaktoza 
(Fluka), D+mannoza (Fluka). W do�wiadczeniach wykorzystano ponadto handlowy 
preparat �-D-galaktozydazy z A. oryzae (SIGMA). 

Materia� badawczy stanowi�y dwa szczepy przemys�owych termofilnych dro�d�y 
gorzelniczych Saccharomyces cerevisiae AS4 oraz Sccharomyces cerevisiae D2 pozy-
skane z kolekcji SPG-IBPRS w Bydgoszczy. 

Dro�d�e hodowano na skosach YPG w temp. 38oC, przeszczepiaj�c co 30 dni na 
nowe pod�o�e. Sk�ad pod�o�a YPG: 20 g glukozy, 20 g peptonu, 10 g ekstraktu dro�-
d�owego, 20 g agaru rozpuszczono w 1 dm3 wody, ustalaj�c kwasowo�
 na poziomie 
pH 5,0 przy udziale 1M roztworu HCl. Inoculum do procesu fermentacyjnego przygo-
towano na p�ynnym pod�o�u YPG. Do�wiadczenia charakteryzuj�ce zdolno�ci fermen-
tacyjne badanych szczepów dro�d�y prowadzono metod� okresow� w warunkach bez-
tlenowych, stosuj�c nast�puj�ce parametry: temp. 38oC, czas 72 h, dodatek inoculum – 
10% (w postaci 24-h hodowli wstrz�sanej na pod�o�u YPG), wykorzystuj�c nast�puj�ce 
pod�o�a fermentacyjne: zacier zbo�owy 16oBlg (próby kontrolne), pod�o�e z permeatem 
(12% laktozy), pod�o�e z laktoz� (12%), pod�o�e z glukoz� i galaktoz� (6%+6%). Ka�-
de z ww. pod�ó� uzupe�niano �ród�ami azotu i fosforu (9g (NH4)3PO4 i 3,75 g ekstraktu 
dro�d�owego w 1 dm3), natomiast pod�o�a z permeatem lub z laktoz� uzupe�niano do-
datkiem preparatu �-D-galaktozydazy w proporcji 1:100 (g:g) wzgl�dem laktozy.  
W trakcie fermentacji (co 24 h) oznaczano kwasowo�
 (pH), ekstrakt rzeczywisty 
(oBlg), zawarto�
 alkoholu (% v:v) oraz ilo�
 wydzielonego CO2 (g).  

Na podstawie zawarto�ci alkoholu wyznaczono nast�puj�ce wska�niki biotechnolo-
giczne fermentacji: wydajno�
 procesu – wyra�on� ilo�ci� wytworzonego 100%- 
-procentowego alkoholu ze 100 kg dost�pnego cukru [dm3A100·10-2 kg skrobi, laktozy 
lub heksozy] oraz sprawno�
 fermentacji – jako % wydajno�ci teoretycznej ze 100 kg 
skrobi, laktozy lub heksozy [%]. Na podstawie wielko�ci emisji CO2 w kolejnych do-
bach procesu – okre�lano energi� fermentacji, wyra�aj�c j� w % wzgl�dem ca�kowitej 
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ilo�ci CO2 wydzielonego w trakcie ca�ej fermentacji (w tym wypadku: 72 godz.). [Sa�ek 
1989].  

Do�wiadczenia charakteryzuj�ce zdolno�ci badanych dro�d�y do fermentacji pochod-
nych laktozy prowadzono na pod�o�u testowym z glukoz� i galaktoz� (6%glu+6%gal)  
w warunkach jw., stosuj�c inoculum w postaci 24-h hodowli wstrz�sanej na pod�o�u 
YPG lub na pod�o�u adaptacyjnym, w którym glukoz� zast�piono odpowiednim cu-
krem: galaktoz� (YPGal) albo mannoz� (YPMan). Oznacze� charakteryzuj�cych zdol-
no�ci fermentacyjne badanych dro�d�y dokonywano: w odst�pach 2-godzinnych, ozna-
czaj�c zawarto�
 cukrów (glukozy i galaktozy) w fermentuj�cym pod�o�u metod� 
chromatografii gazowej, oraz w odst�pach 3-godzinnych, mierz�c ilo�
 wydzielonego 
CO2 (wagowo) i na tej podstawie wyznaczaj�c energi� fermentacji. W tym celu prze-
prowadzono 2 serie równoleg�ych do�wiadcze� zainicjowane z 12-godzinnym przesu-
ni�ciem czasowym. 

OMÓWIENIE I DYSKUSJA WYNIKÓW 

Charakterystyka szczepów dro�d�y gorzelniczych 

Szczep Saccharomyces cerevisiae As4 otrzymano w wyniku hybrydyzacji p�ciowej. 
Cechuje go du�a trwa�o�
 i �atwo�
 aklimatyzacji w lokalnych warunkach gorzelni.  
W trakcie fermentacji dro�d�e tego szczepu mog� by
 stosowane przez wiele miesi�cy 
pod warunkiem, �e zachowana jest czysto�
 mikrobiologiczna. Komórki dro�d�y As4 
s� odporne na wysokie st��enia alkoholu (do 12%) oraz na podwy�szone ci�nienie 
osmotyczne �rodowiska fermentacji spowodowane zwi�kszonym st��eniem cukrów  
w pod�o�u. 

Dro�d�e Saccharomyces cereviasiae D2 wyizolowano pod koniec lat osiemdziesi�-
tych. Charakteryzuj� si� odporno�ci� na ko�cowe st��enie alkoholu do 12–14%.  
W gorzelniach stosowane s� w postaci suszonej, co upraszcza proces technologiczny 
wytwarzania spirytusu, umo�liwiaj�c rozpocz�cie fermentacji w dowolnym czasie bez 
konieczno�ci sporz�dzania inoculum. Oba szczepy charakteryzuj� si� ponadto wysok� 
dynamik� tworzenia etanolu [Czupry�ski i in. 2004].  

Przed rozpocz�ciem w�a�ciwych do�wiadcze� przeprowadzono kontrolne fermenta-
cje z udzia�em badanych dro�d�y, wykorzystuj�c do tego celu typowy zbo�owy zacier 
gorzelniczy o g�sto�ci 16oBlg. Stwierdzono, �e badane szczepy charakteryzowa�y si� 
zbli�onymi zdolno�ciami fermentacyjnymi: wysoka energia fermentacji (74–79%)  
pozwoli�a na uzyskanie 6,4–6,7% v:v alkoholu w zacierze ju� po 24 h. Ko�cowa zawar-
to�
 alkoholu w zacierze wynios�a 7,88% (szczep D2) i 8,12% v:v (szczep As4), a ca�-
kowita sprawno�
 procesu przekroczy�a warto�
 80% (tab. 1). Niewielkie ró�nice zaob-
serwowane pomi�dzy 2 i 3 dob� fermentacji zarówno w wielko�ci emisji CO2 (0,06–
0,07g·10-2 g pod�o�a), jak i w st��eniu uzyskanego alkoholu w zacierze (0,05–0,21% 
v:v) dowiod�y, �e proces dobieg� ko�ca. By�o to zgodne z charakterystyk� opisow� 
badanych szczepów wskazuj�c� na ich predyspozycje do prowadzenia fermentacji 2–3- 
-dobowych [Czupry�ski i in. 2004]. 
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Tabela 1. Charakterystyka fermentacji zacieru zbo�owego (16oBlg) przez przemys�owe szczepy 
dro�d�y gorzelniczych Saccharomyces cerevisiae As4 i D2 

Table 1. Characteristics of cereal mash (16oBlg) fermentation by industrial strains of distillery 
yeast Saccharomyces cerevisiae As4 and D2 

Szczep dro�d�y 
Strain of yeast S. cerevisiae As4 S. cerevisiae D2 

Czas fermentacji 
Time of fermentation  24 h 48 h 72 h 24h 48 h 72 h 

Wydzielony CO2      
CO2 emission  

[g·10-2 g pod�o�a] 
[g·10-2 g medium] 4,46 5,97 6,03 4,85 5,99 6,06 

Energia fermentacji         
Fermentation energy [%] 74,05 98,97 100 79, 

97 98,84 100 

Kwasowo�
             
Acidity [pH] 4,22 4,17 4,07 4,27 4,27 4,01 

Ekstrakt rzeczywisty    
Real extract [oBlg] 3,27 1,90 1,43 2,70 1,68 1,60 

Zawarto�
 alkoholu  
Alcohol concentration [% v:v] 6,43 7,91 8,12 6,76 7,83 7,88 

Wydajno�
        
Productivity      

[dm3 A100 ·10-2 kg skrobi] 
[dm3 A100 ·10-2 kg starch] 46,37 57,07 58,61 48,77 56,49 56,88

Sprawno�
 ca�kowita fermentacji 
Total fermentation efficiency [%] 64,56 79,46 81,61 67,91 78,66 79,20

Ocena naturalnych zdolno	ci dro�d�y S. cerevisiae do fermentacji monosachary-
dów pochodnych laktozy 

W pierwszej cz��ci bada� przeprowadzono fermentacj� pod�ó� zawieraj�cych lakto-
z� lub jej pochodne. Do�wiadczenia, w których �ród�em w�gla by�a czysta laktoza albo 
jej koncentrat (permeat), wspomagano dodatkiem preparatu enzymatycznego �-D- 
-galaktozydazy. Oba szczepy badanych dro�d�y wykazywa�y si� ograniczonymi zdol-
no�ciami do fermentacji pochodnych laktozy, czego efektem by� niski poziom alkoholu 
w pod�o�ach po 72 h procesu: od 3,17 do 3,70% v:v, co odpowiada�o 42–48% sprawno-
�ci procesu (tab. 2). Nie stwierdzono istotnego wp�ywu rodzaju cukru w pod�o�u na 
przebieg procesu (rys. 1). Szczep dro�d�y D2 wykazywa� si� minimalnie korzystniej-
szymi zdolno�ciami do odfermentowania cukrów prostych: glukozy i galaktozy ni� 
szczep As4. Fermentacja etanolowa pod�o�a z permeatem z udzia�em tego ostatniego 
przebiega�a równie� mniej wydajnie: zawarto�
 alkoholu po 72 h procesu by�a o ok. 
0,5% ni�sza ni� w analogicznym do�wiadczeniu z udzia�em dro�d�y D2.  

Wynika�o to zapewne z faktu, �e permeat oprócz laktozy zawiera� frakcje niskocz�-
steczkowych bia�ek oraz zwi�zki mineralne, które mog�y utrudnia
 przebieg hydrolizy  
i fermentacji laktozy. Wydajno�
 procesu mierzona ilo�ci� pozyskanego alkoholu  
(w przeliczeniu na EtOH 100-procentowy) ze 100 kg dost�pnego cukru mie�ci�a si�  
w granicach 26,5–27,9 dm-3 (szczep As4) oraz 29,5–30,5 dm-3 (szczep D2) i w �adnym 
z do�wiadcze� nie przekroczy�a 50% wydajno�ci teoretycznej (tab. 2). wiadczy�o to 
niew�tpliwie o s�abych zdolno�ciach badanych dro�d�y do fermentacji pochodnych 
laktozy – a w szczególno�ci do wykorzystania galaktozy – cukru obj�tego problemem 
represji. 

Pod�o�e 6%glu+6%gal wybrano do dalszych do�wiadcze� jako pod�o�e testowe do 
prze�ledzenia szybko�ci odfermentowywania ka�dego z zawartych w nim cukrów  
w zale�no�ci od zastosowanych zabiegów zmierzaj�cych do ograniczenia represji kata-
bolicznej glukozy. 
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Tabela 2. Charakterystyka 72-h fermentacji pod�ó� zawieraj�cych pochodne laktozy z udzia�em 
dro�d�y Saccharomyces cerevisiae As4 lub D2. 

Table 2. Characteristics of 72-h fermentation of media containing lactose derivatives with yeast 
Saccharomyces cerevisiae As4 or D2 

Szczep dro�d�y 
Strain of yeast S. cerevisiae As4 S. cerevisiae D2 

Rodzaj pod�o�a 
Kind of medium 

z permeatem 
(12% laktozy)
with permeate
(12% lactose) 

12% 
laktozy 

12% 
lactose 

6% glu
+6% gal 

z permeatem 
(12%  

laktozy) 
with  

permeate 
(12%  

lactose) 

12% 
laktozy 
12 % 

lactose

6% glu 
+6% gal 

Wydzielony CO2       [g·10-2 g pod�o�a] 
CO2 emission            [g·10-2 g medium] 2,34 2,53 2,45 2,51 2,56 2,61 

Energia fermentacji                          [%]
Fermentation energy 89,89 93,38 94,99 92,34 94,07 95,03 

Kwasowo�
                                    [pH] 
Acidity 4,6 4,07 3,95 4,54 4,11 3,87 

Ekstrakt rzeczywisty                    [oBlg] 
Real extract 7,30 6,47 6,45 7,73 6,40 6,55 

Zawarto�
 alkoholu                   [% v:v] 
Alcohol concentration 3,18 3,35 3,41 3,66 3,54 3,70 

Wydajno�
           
[dm3 A100 ·10-2 kg laktozy lub heksozy] 
Productivity 
[dm3 A100 ·10-2 kg lactose or hexose] 

26,53 27,92 26,99 30,50 29,50 29,28 

Sprawno�
 ca�kowita fermentacji    [%] 
Total fermentation efficiency 41,94 44,14 42,60 48,22 46,68 46,23 

Rys. 1. Zmiany zawarto�ci alkoholu w trakcie 72-h fermentacji pod�ó� z laktoz� lub jej pochod-
nymi z udzia�em dro�d�y Saccharomyces cerevisiae As4 lub D2 

Fig. 1. Changes in alcohol content during 72-h fermentation of media containing lactose and its 
derivatives with yeast Saccharomyces cerevisiae As4  or  D2 
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Wp�yw adaptacji na szybko	
 wykorzystania monosacharydów pochodnych laktozy 

Postanowiono prze�ledzi
 ca�y zakres czasowy 72-h procesu fermentacyjnego, ana-
lizuj�c jego przebieg na podstawie pomiarów energii fermentacji oraz szybko�ci wyko-
rzystywania dwóch konkurencyjnych cukrów w pod�o�u. Dro�d�e przed fermentacj� 
poddano wst�pnej adaptacji na pod�o�ach z dodatkiem galaktozy lub mannozy.  

Celowo�
 stosowania adaptacji drobnoustrojów do odpowiednich substratów przed 
w�a�ciwym procesem biotechnologicznym – zosta�a potwierdzona w wielu badaniach 
[Fiedurek 2004, Belinchón 2003, Ostergaard i in. 2001]. Indukcyjny wp�yw substratu lub 
jego analoga wyzwala wcze�niejsz� sekrecj� odpowiednich enzymów, powoduj�c tym 
samym przyspieszenie procesu. W omawianych do�wiadczeniach badane szczepy inku-
bowano wst�pnie na pod�o�u z glukoz� (próba kontrolna: cukier-represor), galaktoz� 
(cukier-induktor) oraz z mannoz� (cukier neutralny). Neutralne oddzia�ywanie mannozy 
wzgl�dem glukozy w procesie fermentacyjnym sygnalizowali w swoich badaniach Smith 
i in. [1999]. Wykazali, �e mieszanina glukozy z mannoz� by�a wykorzystywana przez 
badane dro�d�e w tempie nieomal identycznym, jak kontrolne pod�o�e z sam� glukoz�.  

Dwutlenek w�gla i alkohol stanowi� g�ówne produkty fermentacji etanolowej.  
Intensywno�
 wydzielania CO2 jest zatem adekwatna do szybko�ci tworzenia etanolu. 
W do�wiadczeniach, w których zastosowano dro�d�e Saccharomyces cerevisiae As4, 
wcze�niej poddane adaptacji na pod�o�u z dodatkiem galaktozy lub mannozy, emisja 
CO2 od 6 h fermentacji by�a wi�ksza ni� w próbach kontrolnych. (rys. 2A). Zdecydo-
wanie intensywniej przebiega�a fermentacja z udzia�em szczepu As4 adaptowanego na 
pod�o�u z mannoz� – po pierwszej dobie procesu ró�nica w ilo�ci wydzielonego CO2 
wzgl�dem próby kontrolnej wynios�a ponad 0,5g·10-2g pod�o�a. Od 36 h procesu zwi�k-
szon� intensywno�
 odfermentowania zaobserwowano w próbach, w których zastoso-
wano dro�d�e po wst�pnej adaptacji na galaktozie. Ostatecznie, w�a�nie w tym przy-
padku po 72 h procesu uzyskano najwi�ksze ró�nice w ilo�ci wytworzonego alkoholu: 
4,21% (v:v) wobec 3,63% (adaptacja dro�d�y na mannozie) oraz 3,41% (brak adaptacji 
– pod�o�e standardowe YPG) (tab. 2 i 3). 

Dro�d�e S. cerevisiae D2 okaza�y si� mniej podatne na adaptacj� w wy�ej wymienio-
nych warunkach. Ilo�
 CO2 wydzielonego w trakcie fermentacji z ich udzia�em by�a zbli-
�ona we wszystkich trzech do�wiadczeniach . Zaobserwowano niewielki wp�yw zabiegu 
adaptacji na pod�o�u z mannoz� – w odniesieniu do próby kontrolnej emisja CO2 od 33 h 
do ko�ca fermentacji by�a wy�sza o ok. 0,3 g·10-2g. Mog�o to jednak wynika
 z ich natu-
ralnych, korzystniejszych ni� u dro�d�y As4, predyspozycji do wykorzystywania obu 
konkurencyjnych cukrów, o czym �wiadcz� wyniki prezentowane na rysunku 1. 

Szybko�
 wykorzystania glukozy i galaktozy w pod�o�u testowym w trakcie 72 h 
fermentacji kontrolnej, z udzia�em obu szczepów, oceniona na podstawie pomiarów 
chromatograficznych zosta�a zobrazowana na rysunku 3. Obydwa szczepy dro�d�y 
wykorzysta�y glukoz� zawart� w pod�o�u przed 30 h fermentacji. Galaktoza w nie-
znacznym stopniu zosta�a wykorzystana przez dro�d�e As4 ju� od 28 h procesu, nato-
miast w fermentacji z udzia�em S. cerevisiae D2 zaobserwowano wyra�ne zjawisko 
„diauksji”, charakteryzuj�ce si� przed�u�onym okresem fazy spoczynkowej (do 52 h) 
potrzebnej zapewne dro�d�om do zaindukowania syntezy enzymów galaktolitycznych. 
Podobne rezultaty odnotowali Rønnow i in. [1999], analizuj�c zu�ycie glukozy i galak-
tozy w pod�o�u fermentowanym przez przemys�owe dro�d�e S. cerevisiae DGI342. 
Obserwowane stadium opó�nienia w wykorzystaniu galaktozy potwierdzili równie� 
zmniejszeniem przyrostu biomasy oraz zwolnieniem tempa wytwarzania etanolu.  
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Tabela 3. Charakterystyka 72-h fermentacji pod�o�a testowego (6%glu 6%gal) z udzia�em dro�d�y 
S. cerevisiae As4 lub D2 poddanych wst�pnej propagacji na pod�o�ach adaptacyjnych 

Table 3. Characteristics of 72-h fermentation of test medium (6%glu 6%gal)with yeast  
S. cerevisiae As4 or D2 subjected to preliminary propagation on adaptive media 

Szczep dro�d�y 
Strain of yeast S. cerevisiae AS4 S. cerevisiae D2 

Rodzaj pod�o�a adaptacyjnego 
Kind of adaptive medium 

z galaktoz� 
with galactose 

z mannoz� 
with mannose 

z galaktoz� 
with galactose 

z mannoz� 
with mannose 

Wydzielony CO2            [g·10-2 g pod�o�a] 
CO2 emission               [g·10-2 g medium] 2,78 2,64 2,61 2,68 

Energia fermentacji    po 48 h           [%] 
Fermentation energy after 48 h  89,57 93,56 93,56 91,88 

Kwasowo�
                              [pH]
Acidity 3,91 3,92 3,53 3,78 

Ekstrakt rzeczywisty           [oBlg] 
Real extract 5,5 7,1 6,8 5,06 

Zawarto�
 alkoholu          [% v:v]
Alcohol concentration 4,21 3,63 3,87 4,37 

Wydajno�
      [dm3 A100 ·10-2 kg  heksozy]
Productivity      [dm3 A100 ·10-2 kg  hexose] 33,32 28,73 30,63 34,58 

Sprawno�
 ca�kowita fermentacji         [%]
Total fermentation efficiency 52,17 44,99 47,96 54,16 

 

 
Rys. 3. Wykorzystanie glukozy i galaktozy w pod�o�u testowym (6%glu+6%gal) w trakcie 72-h 

fermentacji z udzia�em dro�d�y S. cerevisiae D2 lub As4 
Fig. 3. Utilization of glucose and galactose in test medium (6% Glu+6%Gal) during 72-h fer-

mentation with yeast S.cerevisiae D2 or As4  

 
Oceniaj�c dro�d�e wst�pnie adaptowane na pod�o�u z galaktoz�, stwierdzono wy-

ra�ne ró�nice w szybko�ci wykorzystania cukrów pod�o�a testowego (rys. 4A). Szczep 
D2 jak poprzednio odfermentowa� glukoz� ok. 26 h procesu, natomiast wykorzystywanie 
galaktozy rozpocz�� ju� od 30 h a nie jak uprzednio po 52 h. Dro�d�e S. cerevisiae As4 
po adaptacji na galaktozie zareagowa�y opó�nieniem wykorzystania glukozy o ok. 6 h, 
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jednocze�nie rozpoczynaj�c asymilacj� galaktozy od 32 h procesu (glukoza w tym cza-
sie jeszcze by�a obecna w pod�o�u). Zarówno dro�d�e As4, jak i D2 w tym do�wiadcze-
niu wykaza�y si� poprawionymi zdolno�ciami do wykorzystywania galaktozy – ko�co-
wa jej zawarto�
 w pod�o�u po 72 h wynios�a odpowiednio: 42,7 oraz 47,5 g · dm-3 
wobec 54,9 oraz 50,1 g · dm-3 odnotowanych w fermentacjach kontrolnych. Znalaz�o to 
odwzorowanie w ilo�ci wytworzonego alkoholu 4,21 wobec 3,41% v:v (szczep As4) 
oraz 3,87 wobec 3,70% v:v (szczep D2) (tab. 3).  

Odmienne rezultaty uzyskali Keating i in. [2004] podczas swoich bada� nad szcze-
pem S. cerevisiae Y 1528, wykazuj�cym szczególne uzdolnienia do asymilacji galakto-
zy. Badane dro�d�e szybciej wykorzysta�y oba dost�pne cukry (3% glukozy+3% galak-
tozy) po zastosowaniu adaptacji na glukozie (6 h) ni� po adaptacji na galaktozie (24 h). 

Wst�pna propagacja szczepów As4 i D2 na pod�o�u z mannoz� spowodowa�a inn�, 
ni� w poprzedniej cz��ci do�wiadczenia, reakcj� badanych dro�d�y (rys. 4B). S. cerevi-
siae As4 fermentowa� cukry w pod�o�u niemal w identyczny sposób, jak w do�wiad-
czeniu kontrolnym (niewielkie wykorzystanie galaktozy od momentu zu�ycia glukozy – 
tj. od 28–30 godziny fermentacji). St��enie alkoholu w pod�o�u po 72 h procesu wynio-
s�o 3,63% v:v, przy ko�cowej zawarto�ci galaktozy: 51,8 g·dm-3 pod�o�a.  

Odpowied� dro�d�y S. cerevisiae D2 na zastosowane �rodowisko derepresyjne by�a 
zdecydowanie odmienna: zaobserwowano wprawdzie zjawisko diauksji, lecz okres ten 
trwa� krócej, skutkuj�c nast�pnie znacznie intensywniejszym wykorzystaniem galaktozy 
– do ko�cowego poziomu 31,3 g·dm-3 pod�o�a. Da�o to jednocze�nie pozytywny efekt  
w postaci 4,37% v:v alkoholu w odfermentowanym pod�o�u (tab. 3). Mannoz� w swo-
ich do�wiadczeniach zastosowali równie� Dynessen i in. [1998], oceniaj�c wp�yw jej 
obecno�ci w pod�o�u na represj� inwertazy u dro�d�y S. cerevisiae. Wykazali, �e obec-
no�
 tego cukru obok sacharozy w �rodowisku fermentacyjnym nie wywo�uje zjawiska 
represji katabolicznej (w przeciwie�stwie do glukozy lub fruktozy). Prawdopodobnym 
wyt�umaczeniem mo�e by
 to, �e mannoza w odró�nieniu od ww. cukrów nie jest fosfo-
rylowana przez heksokinazy PI i PII, lecz przez glukokinaz� – enzym nie wywo�uj�cy 
represji katabolicznej [Rose i in.1991, Winde i in. 1996].  

Oceniaj�c wska�niki biotechnologiczne fermentacji, nale�y stwierdzi
, �e przepro-
wadzone zabiegi adaptacyjne wp�yn��y w pewnym stopniu na popraw� zdolno�ci bada-
nych dro�d�y do fermentowania konkurencyjnych cukrów (wzrost wydajno�ci o 6,33 
dm3 A100 ·10-2 kg heksozy w trakcie fermentacji z udzia�em szczepu As4 po adaptacji na 
galaktozie oraz o 5,3 dm3 A100 ·10-2 kg heksozy z wykorzystaniem D2 adaptowanego na 
mannozie). Znalaz�o to odwzorowanie w prawie 10-procentowym wzro�cie sprawno�ci 
ca�kowitej: 9,57% (As4) i 7,93% (D2). Mo�na jednak równie� wnioskowa
 o wysokiej 
stabilno�ci metabolicznej ocenianych szczepów, dedykowanych g�ównie w kierunku 
fermentacji przemys�owej, w której wykorzystuje si� typowe surowce gorzelnicze.  

Verstrepen i in. [2004] analizuj�c efekty represji katabolicznej w odniesieniu  
do dro�d�y przemys�owych wykazali, �e szereg operacji wst�pnych, np. d�ugotrwa�a 
propagacja dro�d�y na pod�o�ach bogatych w glukoz�, mo�e wywo�ywa
 d�ugotermi-
now� utrat� ich zdolno�ci do fermentacji alternatywnych cukrów. Przyk�adem mog� by
 
dane uzyskane z szeregu browarów wskazuj�ce na upo�ledzenie zdolno�ci dro�d�y do 
fermentacji maltozy wskutek przed�u�onego ich prowadzenia na pod�o�ach bogatych  
w sacharoz�. [Kuthan i in. 2003].  
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Wheals i in. [1999] wskazuj�, �e wprowadzenie urozmaiconych �róde� w�gla na 
etapie propagacji mikroorganizmów mo�e przyczyni
 si� do rozszerzenia gamy przy-
swajanych substratów, a co za tym idzie – zagospodarowania np. produktów odpado-
wych. Teunissen i in. [2002 ] oraz Van Dijck i wsp. [2000] podkre�laj� wielk� rol� 
in�ynierii genetycznej do otrzymywania mikroorganizmów rekombinowanych, zw�asz-
cza w odniesieniu do bia�ek heterogenicznych czy biofarmaceutyków, gdzie wykorzy-
stanie GMO jest mniej kontrowersyjne. Nie dyskredytuj� jednak prostych i skutecznych 
metod opartych na selekcji i naturalnych mutacjach szczepów przemys�owych, które 
prowadz� do bardziej zrównowa�onych osi�gni�
.  

PODSUMOWANIE 

Do�wiadczenia przedstawione w niniejszej pracy wskazuj� na ró�ne zachowania ty-
powych dro�d�y gorzelniczych szczepów As4 i D2 w warunkach fermentacji kilku 
konkurencyjnych cukrów. Sugeruj� równie�, �e wykorzystanie innych ni� glukoza  
�róde� w�gla do wst�pnej propagacji przed w�a�ciwym procesem fermentacyjnym 
zwi�ksza mo�liwo�ci wykorzystania galaktozy w pod�o�u fermentacyjnym. Zast�pienie 
�atwo przyswajalnego cukru substratem nie powoduj�cym represji katabolicznej daje 
szans� poprawy wydajno�ci procesu fermentacyjnego prowadzonego z wykorzystaniem 
w�glowodanów niekonwencjonalnych. 
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EVALUATION OF S. CEREVISIAE YEAST CAPACITY  
FOR FERMENTATION OF MONOSACCHARIDE LACTOSE DERIVATIVES 

Abstract. The industrial distillery yeast Saccharomyces cerevisiae was determined for its 
capacity to ferment monosaccharide lactose derivatives. Analyses were carried out to ex-
amine their natural predisposition for fermentation of media with lactose hydrolysates 
(12%) and in addition, the rate of saccharides utilization in the experimental fermentation 
medium (6% glu/6% gal) was monitored as affected by the method of preliminary propa-
gation of yeast: on standard medium with glucose or on adaptive media with galactose or 
mannose. It was demonstrated that the level of lactose derivatives attenuation by the yeast 
examined did not exceed 4% v:v alcohol. A chromatographic analysis of the saccharides 
enabled determining the rate of their utilization in the fermenting mixture. The effect  
of delayed utilization of galactose by the yeast was found to be evoked by the phenome-
non of glucose repression. The preliminary propagations of the analyzed yeast on adaptive 
media before the fermentation process caused the acceleration of galactose assimilation, 
resulting in increased alcohol content in fermented media to 4.2-4.4% v:v.  

Key words: distillery yeast, lactose, fermentation, ethanol, glucose repression 
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BIOSYNTEZA KWASU CYTRYNOWEGO  
Z GLICEROLU PRZEZ DRO�D�E YARROWIA 
LIPOLYTICA IMMOBILIZOWANE W CHITOZANIE  
I POLIWINYLOALKOHOLU* 

Waldemar Rymowicz 
Uniwersytet Przyrodniczy we Wroc�awiu1 

Streszczenie. Dro�d�e Yarrowia lipolytica Wratislavia AWG7 immobilizowano w ró�-
nych �elach chitozanowych oraz poliwinyloalkoholowych i stosowano do biosyntezy 
kwasu cytrynowego z glicerolu. W 7-dobowych hodowlach wstrz�sanych immobilizowa-
ne komórki dro�d�y produkowa�y od 0 do 17,5 gl-1 kwasu cytrynowego. Biokatalizator 
chitozanowy typu CH+TP+AG i poliwinyloalkoholowy typu PVA+A produkowa�y kwas 
cytrynowy z najwy�sz� szybko�ci� i wydajno�ci� odpowiednio; 2,5 g l-1d-1 i 0,54 gg-1 
oraz 2,5 g l-1d-1  i 0,52 gg-1. 

S�owa kluczowe: chitozan, alkohol poliwinylowy, pu�apkowanie, kwas cytrynowy,  
Yarrowia lipolytica

WST�P 

W przemys�owej produkcji kwasu cytrynowego na drodze mikrobiologicznej wyko-
rzystywane s� przede wszystkim grzyby strz�pkowe z gatunku Aspergillus niger [Ana-
stassiadis i in. 2008]. Wci�� rosn�ce zapotrzebowanie na kwas cytrynowy i jego sole  
(w roku 2007 �wiatowa produkcja kwasu cytrynowego wynosi�a 1,4 mln ton rocznie) 
powoduje konieczno�
 poszukiwania nowych i tanich technologii jego produkcji 
[Kamzolova i in. 2005]. Zastosowanie ró�nych gatunków dro�d�y do biosyntezy kwasu 
cytrynowego, takich jak Candida lipolytica, C. tropikalis, C. oleophila czy Yarrowia 
lipolytica, mo�e by
 jednym z alternatywnych rozwi�za� technologicznych [Anastas-
siadis i in. 2008]. Przedmiotem wnikliwych bada� z zakresu dro�d�owej fermentacji 
cytrynowej by�y zagadnienia zwi�zane z wyja�nieniem mechanizmów nadprodukcji 
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tego kwasu przez dro�d�e, aktywno�ci podstawowych enzymów cyklu Krebsa odpo-
wiedzialnych za wydzielanie tego metabolitu do �rodowiska oraz charakterystyka sys-
temów hodowlanych z zastosowaniem komórek wolnych i immobilizowanych [Rymo-
wicz i in. 2005, Soccol i in. 2006]. Dro�d�e wykorzystywane w procesach biosyntezy 
kwasu cytrynowego przez immobilizowane komórki unieruchamiano w takich no�ni-
kiach jak: alginian, karagen, poliakryloamid czy wiórki drzewne, a g�ównym �ród�em 
w�gla w takich procesach by�a glukoza [Tisnadjaja i in. 1996, Maddox i Kingston 
1983]. W ostatnich latach dost�pnym i tanim surowcem stosowanym w ró�nych proce-
sach biotechnologicznych jest gliceryna. Odpadowa gliceryna, generowana w procesie 
produkcji biodiesla, z powodzeniem zosta�a u�yta w procesie biosyntezy kwasu cytry-
nowego przez dro�d�e Yarrowia lipolytica [Imandi i in. 2007, Papanikolaou i in. 2002, 
Rymowicz i in. 2006, 2008]. Gliceryna nie by�a natomiast stosowana w procesach bio-
syntezy kwasu cytrynowego przez immobilizowane komórki dro�d�y. Wykorzystanie 
unieruchomionych komórek dro�d�y w procesach pó�ci�g�ej i ci�g�ej produkcji kwasu 
cytrynowego stwarza liczne problemy technologiczne. Stosowane proste no�niki, takie 
jak alginianowe czy karacenowe, ulegaj� w czasie procesu �cieraniu i rozp�ynnieniu  
w obecno�ci jonów jednowarto�ciowych czy zwi�zków chelatuj�cych wap�. Powoduje 
to obni�enie produktywno�ci procesu, co zwi�zane jest z uwalnianiem i przechodze-
niem komórek z matrycy �elu do �rodowiska hodowlanego. Niekorzystny wp�yw ma 
równie� zastosowanie no�ników o du�ej �rednicy ziaren, gdy� powoduje to wyst�pienie 
bariery dyfuzyjnej dla tlenu i substratów w wewn�trznych rejonach biokatalizatora. 
Natomiast no�niki syntetyczne, np. poliakryloamidowe, mog� wykazywa
 toksyczny 
wp�yw na mikroorganizmy, a tym samym powodowa
 znaczne obni�enie aktywno�ci 
kwasotwórczej dro�d�y [Maddox i Kingston 1983, Rymowicz 1998, 2003, Rymowicz  
i in. 1993]. W ostatnich latach wiele uwagi po�wi�ca si� wykorzystaniu chitozanu lub 
alkoholi poliwinylowych (PVA) do immobilizacji ca�ych komórek i enzymów. U�ycie 
alkoholu poliwinylowego, jako no�nika do immobilizacji, zosta�o zainicjowane oko�o 
20 lat temu. No�niki PVA charakteryzuj� si� brakiem toksyczno�ci w stosunku do mi-
kroorganizmów, s� trwa�e, stabilne chemicznie i mechanicznie. Zalet� tych no�ników 
jest równie� niska cena i powszechna dost�pno�
 [Chang i Tseng 1998, Yujian i in. 
2006, Dave i Madamwar 2006]. Podobnymi cechami charakteryzuj� si� tak�e no�niki 
chitozanowe, które wykazuj� cenne w�a�ciwo�ci, a mianowicie s� biodegradowalne, 
biokompatybilne, nietoksyczne i podatne na modyfikacje chemiczne ze wzgl�du na 
obecno�
 grup aminowych i hydroksylowych w strukturze chitozanu [Rinaudo 2006]. 
W procesach biotechnologicznych biokatalizatory chitozanowe wykorzystywano  
w kszta�cie kapsu�ek, w�ókien oraz membran [Huang i in. 2004, Krajewska 2004, Rinaudo 
2006, Shepherd i in. 1997]. Ze wzgl�du na szereg zalet jakie wykazuj� no�niki chitoza-
nowe i PVA, wydaje si� celowe zbadanie przydatno�ci takich no�ników do pu�apkowa-
nia dro�d�y i zastosowania ich w dro�d�owej fermentacji cytrynowej. 

Celem podj�tych bada� by� dobór optymalnych warunków pu�apkowania dro�d�y 
Yarrowia lipolytica w chitozanie i w alkoholu poliwinylowym, z przeznaczeniem do 
biosyntezy kwasu cytrynowego z glicerolu oraz ocena stabilno�ci chemicznej i mecha-
nicznej takich biokatalizatorów. 
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MATERIA�Y I METODY  

Mikroorganizm. W badaniach wykorzystano mutanta octanowego (oct-) dro�d�y 
Yarrowia lipolytica Wratislavia AWG7 pochodz�cego z kolekcji w�asnej Katedry  
Biotechnologii i Mikrobiologii �ywno�ci Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroc�awiu. 
Szczep przechowywano na skosach YM pod parafin� w temperaturze 4oC. 

Substrat. W eksperymentach zastosowano gliceryn� techniczn� jako substrat  
o stopniu czysto�ci 98% (v/m) pochodz�c� z POCH – Gliwice. 

Pod�o�a hodowlane. W procesie pu�apkowania wykorzystywano biomas� dro�d�y 
namno�on� w pod�o�u o sk�adzie (gl-1): glicerol – 100; KH2PO4 – 0,2; NH4Cl – 4; 
MgSO4 x 7 H2O – 1; ekstrakt dro�d�owy – 1; woda wodoci�gowa 1 litr. Komórki po-
bierano z fazy stacjonarnej. Biosyntez� kwasu cytrynowego przez wolne i immobilizo-
wane komórki prowadzono w pod�o�u o sk�adzie (gl-1): glicerol 50; ekstrakt dro�d�owy 
0,2; woda wodoci�gowa 1 litr. Korekt� pH na poziomie 5–6 prowadzono co 12 godzin, 
za pomoc� 5 M NaOH. 

Metody pu�apkowania dro�d�y 

Do pu�apkowania dro�d�y wykorzystywano chitozan (CH) o masie cz�steczkowej 
750000 i 2 000000 firmy Fluka. W procedurach otrzymywania �eli chitozanowych 
stosowano alginian sodu (Macrocystis pyrifera firmy Sigma), tripolifosforan sodu (TP), 
siarczan laurylu (SL), aldehyd glutarowy (AG) i chlorek wapnia. 

Do pu�apkowania dro�d�y wykorzystywano poliwinyloalkohol (PVA) o masie cz�-
steczkowej 49000 firmy Fluka. W procedurach otrzymywania �eli PVA stosowano 
kwas borowy i azotan (V) wapnia. 

Procedura unieruchamiania dro�d�y w ró�nych typach �eli chitozanowych 

Typ CH+TP+AG. 15 g mokrej masy dro�d�y wprowadzano do 85 ml 2; 2,5; 3; 
3,5% roztworu chitozanu o masie cz�steczkowej 2 000000, sporz�dzonego w 2% roz-
tworze kwasu octowego. Po zmieszaniu zawiesiny dro�d�y w odpowiednim roztworze 
chitozanu ca�o�
 wkraplano za pomoc� ig�y o �rednicy 0,5 mm do 2% roztworu tripoli-
fosforanu sodu i przetrzymywano przez 3 godz., nast�pnie przemywano steryln� wod�  
i wprowadzano na 2 min do 0,5 lub 0,75% roztworu aldehydu glutarowego w buforze 
fosforanowym o pH 7,6.  

Typ CH(M)+SL i CH(H)+SL. 15 g mokrej masy dro�d�y wprowadzano do 85 ml 
3% roztworu chitozanu sporz�dzonego w 2% roztworze kwasu octowego o masie cz�-
steczkowej 750000 (typ CH(M)+SL) lub 2 000000 (typ CH(H)+SL). Po zmieszaniu 
zawiesiny dro�d�y w odpowiednim roztworze chitozanu ca�o�
 wkraplano do 2% roz-
tworu siarczanu laurylu. Kuleczki biokatalizatora o �rednicy 2–3 mm przetrzymywano 
w roztworze siarczanu laurylu przez 3 godz., celem utwardzenia biokatalizatora.  

Typ CH+ALG i CH+ALG*. 15 g mokrej masy dro�d�y wprowadzano do 85 ml 
2,5% roztworu alginianu sodu i wkraplano do 2% roztworu chlorku wapnia sporz�dzo-
nego w 0,5% roztworze chitozanu o masie cz�steczkowej 2 000000 (typ CH+ALG) lub 
tylko do 2% roztworu chlorku wapnia (typ CH+ALG*) i przetrzymywano przez 4 go-
dziny. 

Typ ALG+CH+ALG. Homogenn� mieszanin� alginianu sodu i dro�d�y uzyskan� 
jak w typie CH+ALG*, wkraplano do 2% roztworu chlorku wapnia i przetrzymywano 
przez 30 min, nast�pnie biokatalizator wprowadzano do 0,5% roztworu chitozanu o masie 
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cz�steczkowej 2 000000. Po 30 min biokatalizator przenoszono do 0,15% roztworu 
alginianu sodu i przetrzymywano przez 1 godzin�. 

Procedura unieruchamiania dro�d�y w ró�nych typach �eli PVA 

Typ PVA+A. 15 g mokrej masy dro�d�y wprowadzano do 85 ml 12,5% roztworu 
alkoholu poliwinylowego o ci��arze cz�steczkowym 49000 sporz�dzonego w 2,5% 
roztworze alginianu sodowego. Po zmieszaniu homogenn� zawiesin� wkraplano za 
pomoc� ig�y o �rednicy 0,5 mm do 3% roztworu azotanu (V) wapnia. Tak otrzymany 
biokatalizator w formie kuleczek przetrzymywano w ww. roztworze przez 1 godz.,  
a nast�pnie przemywano steryln� wod� i zamra�ano. Biokatalizatory mro�ono przez 24 
godz. w temperaturze –20°C. Przed wprowadzeniem do pod�o�a produkcyjnego bioka-
talizatory rozmra�ano przez 20 godz. w temperaturze +4°C. 

Typ PVA+KB. 15 g mokrej masy dro�d�y wprowadzano do 85 ml 12,5% roztworu 
alkoholu poliwinylowego o ci��arze cz�steczkowym 49000 sporz�dzonego w 2,5% 
roztworze alginianu sodowego. Po zmieszaniu homogenn� zawiesin� wkraplano za 
pomoc� ig�y o �rednicy 0,5 mm do 5% roztworu kwasu borowego sporz�dzonego w 2% 
chlorku wapnia. Tak otrzymany biokatalizator w formie kuleczek przetrzymywano  
w ww. roztworze w temp. 4°C przez 24 godziny. 

Typ PVA+KB/T. Homogenn� mieszanin� alkoholu poliwinylowego i dro�d�y uzy-
skan� w metodzie (typ PVA+KB) wkraplano do 5% roztworu kwasu borowego sporz�-
dzonego w 2% chlorku wapnia zawieraj�cego 0,2% Tween 80. Tak otrzymany biokata-
lizator w formie kuleczek przetrzymywano ww. roztworze w temp. 4°C przez 24 godziny. 

Wszystkie typy biokatalizatorów przed wprowadzeniem do pod�o�a produkcyjnego 
przemywano kilkakrotnie steryln� wod�. 

Techniki prowadzenia hodowli  

Hodowle okresowe. Biosyntez� kwasu cytrynowego z immobilizowanymi lub wol-
nymi komórkami dro�d�y przeprowadzono w kolbach Erlenmeyera o pojemno�ci 250 ml 
zawieraj�cych 40 ml pod�o�a produkcyjnego i 15 g odpowiedniego typu biokatalizatora. 
Hodowle prowadzono na wstrz�sarce typu Elpan, przy 160 obr min-1 przez 7 dni  
w temperaturze 30ºC. Kontrol� stanowi�y zawsze hodowle z wolnymi komórkami, któ-
rych st��enie by�o takie samo jak w u�ytych biokatalizatorach. 

WYNIKI  

Ocena aktywno	ci kwasotwórczej biokatalizatorów chitozanowych 

W pierwszej cz��ci bada� zbadano wp�yw st��enia chitozanu i aldehydu glutarowego, 
stosowanego do modyfikacji struktury �elu, na proces biosyntezy kwasu cytrynowego  
z glicerolu przez badany szczep dro�d�y Wratislavia AWG7. St��enie chitozanu  
w biokatalizatorach by�o w zakresie od 2 do 3,5%. Do modyfikacji �eli stosowano  
aldehyd glutarowy o st��eniu 0,5 i 0,75%. St��enie kwasu cytrynowego (KC) w hodow-
lach zawieraj�cych komórki unieruchomione w chitozanie by�o niskie i w zale�no�ci od 
rodzaju biokatalizatora kszta�towa�o si� na poziomie od 4 do 17,5 gl-1 (tab. 1). Dynamika 
produkcji oraz wydajno�
 kwasu cytrynowego w hodowlach z u�yciem biokatalizato-
rów typu CH+TP+AG zale�a�a zarówno od st��enia chitozanu, w którym pu�apkowano 
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komórki dro�d�y, jak i od st��enia aldehydu glutarowego (AG) zastosowanego do mo-
dyfikacji otrzymanych �eli. Jednocze�nie ze wzrostem st��enia chitozanu w �elu oraz 
wzrostem st��enia aldehydu glutarowego do modyfikacji �elu obserwowano wzrost 
st��enia kwasu cytrynowego. St��enie KC w hodowlach z udzia�em biokatalizatorów 
sieciowanych 0,5% AG kszta�towa�o si� w granicach od 4,0 do 15,0 gl-1, natomiast 
biokatalizatorów sieciowanych 0,75% AG w przedziale od 10,0 do 17,5 gl-1. Obj�to-
�ciowa szybko�
 produkcji kwasu cytrynowego (QKC) by�a na poziomie od 1,4 do  
3,5 gl-1d-1, natomiast wydajno�
 kwasu cytrynowego (YKC) w zakresie od 0,3 do 0,54 
gg-1. W przypadku hodowli z wolnymi komórkami zaobserwowano prawie dwukrotnie 
ni�sz� warto�
 obj�to�ciowej szybko�ci produkcji kwasu cytrynowego (QKC=1,4 gl-1d-1)  
i trzykrotnie ni�sz� warto�
 wydajno�ci produkcji kwasu cytrynowego (YKC = 0,18 gg-1), 
w porównaniu z najlepszym biokatalizatorem typu CH+TP+AG stabilizowanym  
0,75% AG. 

Tabela 1. Wp�yw st��enia chitozanu i aldehydu glutarowego na produkcj� i wydajno�
 kwasu 
cytrynowego przez komórki Yarrowia lipolytica Wratislavia AWG7 immobilizowane 
w �elach chitozanowych typu CH+TP+AG 

Table 1. Effect of chitosan and glutaraldehyde concentration on the production of citric acid 
and citric acid yield by Yarrowia lipolytica Wratislavia AWG7 cells immobilized in 
the chitosane gel type CH+TP+AG 

Chitozan 
Chitosan 

(%) 

Kwas cytrynowy 
Citric acid 

[gl-1] 

QKC 
 

[gl-1d-1] 

YKC 
 

[gg-1] 
0,5% aldehyd glutarowy – glutaraldehyde 

2,0 
2,5 
3,0 
3,5 

4,0 
9,0 
12,5 
15,0 

0,6 
1,3 
1,8 
2,1 

0,19 
0,31 
0,41 
0,45 

 0,75% aldehyd glutarowy – glutaraldehyde 
2,0 
2,5 
3,0 
3,5 

10,0 
12,5 
17,3 
17,5 

1,4 
1,8 
2,5 
2,5 

0,32 
0,42 
0,48 
0,52 

Wolne komórki 
Free cells 9,5 1,4 0,18 

 
Ze wzgl�du na niskie zawarto�ci KC w hodowlach z biokatalizatorami typu 

CH+TP+AG – w kolejnej cz��ci pracy sprawdzono aktywno�
 kwasotwórcz� dro�d�y 
Y. lipolytica Wratislavia AWG7 pu�apkowanych w �elach chitozanowych w obecno�ci 
siarczanu laurylu. Przeprowadzono hodowle wstrz�sane z u�yciem biokatalizatorów 
typu CH(M)+SL oraz CH(H)+SL, zawieraj�cych dwa ró�ne chitozany ró�ni�ce si� 
mas� cz�steczkow�. U�yty do modyfikacji 2% siarczan laurylu mia� niekorzystne od-
dzia�ywanie na komórki dro�d�y i zahamowa� proces biosyntezy kwasu cytrynowego. 
Wszystkie biokatalizatory niezale�nie od zastosowanego rodzaju chitozanu (chitozan  
o �redniej i wysokiej masie cz�steczkowej) nie wykaza�y �adnej aktywno�ci kwaso-
twórczej. Sugeruje to nieprzydatno�
 takich biokatalizatorów w procesie biosyntezy 
kwasu cytrynowego przez dro�d�e. Nale�y zaznaczy
, �e uzyskane w ten sposób �ele 
chitozanowe by�y stabilne mechanicznie i chemicznie. 

Wysokiej aktywno�ci kwasotwórczej nie uda�o si� równie� osi�gn�
 w hodowlach  
z komórkami dro�d�y pu�apkowanymi w �elach chitozanowych, modyfikowanych  
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alginianem i chlorkiem wapnia. Do bada� wykorzystano trzy typy biokatalizatorów: 
CH+ALG, CH+ALG* oraz ALG+CH+ALG. We wszystkich hodowlach odnotowano 
produkcj� kwasu cytrynowego, jednak z ró�n� dynamik� i wydajno�ci�. Najni�sz�  
aktywno�
 kwasotwórcz� wykaza�y hodowle z biokatalizatorem typu CH+ALG*, na-
tomiast najwy�sz� hodowl� z biokatalizatorem typu ALG+CH+ALG. Biokatalizatory te 
produkowa�y odpowiednio 12,5 oraz 16,3 gl-1 kwasu cytrynowego (tab. 2). Najwy�sz� 
dynamik� produkcji (2,3 gl-1d-1) oraz wydajno�
 kwasu cytrynowego (0,33 gg-1) uzy-
skano w procesie z udzia�em biokatalizatora typu ALG+CH+ALG. Nieco gorszymi 
parametrami cechowa�y si� procesy z u�yciem pozosta�ych biokatalizatorów. 

Ocena aktywno	ci kwasotwórczej biokatalizatorów PVA  

Dro�d�e Y. lipolytica Wratislavia AWG7 unieruchomiono w 3 typach �eli PVA: 
(PVA+KB, PVA+KB/T i PVA+A) i u�yto w procesie biosyntezy kwasu cytrynowego  
z glicerolu w 7-dobowych hodowlach wstrz�sanych. St��enie KC w hodowlach zawie-
raj�cych pu�apkowane komórki dro�d�y by�o niskie i w zale�no�ci od typu biokataliza-
tora kszta�towa�o si� w przedziale od 0,5 do 17,5 gl-1 (tab. 2). Komórki dro�d�y pu�ap-
kowane w �elach typu PVA+KB oraz PVA+KB/T, w których stosowano 3% kwas 
borowy i Tween 80, celem modyfikacji zewn�trznej membrany �elu PVA, nie by�y 
zdolne do biosyntezy du�ych ilo�ci kwasu cytrynowego. St��enie kwasu cytrynowego 
nie przekracza�o 2,1 gl-1. Spo�ród badanych biokatalizatorów najlepsze efekty kwaso-
twórcze uzyskano z udzia�em komórek dro�d�y szczepu Wratislavia AWG7 unieru-
chomionych w �elu typu PVA+A, stabilizowanym azotanem (V) wapnia, który produ-
kowa� 17, 5 gl-1 kwasu cytrynowego. Stwierdzono równie�, �e produkcja kwasu  
cytrynowego z udzia�em tego typu biokatalizatora przebiega�a z najwy�sz� dynamik� 
(QKC= 2,5 gl-1d-1) i wydajno�ci� (YKC=0,54 gg-1). Ponadto, uzyskane warto�ci tych para-
metrów technologicznych by�y znacznie wy�sze w porównaniu do hodowli z wolnymi 
komórkami, gdzie wielko�ci te osi�gn��y warto�ci odpowiednio (QKC= 1,3 gl-1d-1)  
i (YKC=0,17 gg-1). 

Tabela 2. Charakterystyka procesu biosyntezy kwasu cytrynowego z glicerolu przez Yarrowia
lipolytica Wratislavia AWG7 unieruchomione w ró�nych typach biokatalizatorów  
chitozanowych i poliwinyloalkoholowych 

Table 2. Characteristic of the citric acid biosynthesis from glycerol by Yarrowia lipolytica 
Wratislavia AWG7 immobilized in different kind of chitosane and polivinylalcohol 
biocatalysts 

Typ biokatalizatora 
Type of biocatalist 

Kwas cytrynowy 
Citric acid 

[gl-1] 

QKC 
 

[gl-1d-1] 

YKC 
 

[gg-1] 
CH+ALG 

CH+ALG* 
ALG+CH+ALG 

CH(M)+SL 
CH(H)+SL 
PVA+KB 

PVA+KB/T 
PVA+A 

14,3 
12,5 
16,3 

0 
0 

0,5 
2,1 
17,5 

2,0 
1,8 
2,3 
0 
0 

007 
0,3 
2,5 

0,28 
0,25 
0,33 

0 
0 

0,06 
0,1 
0,54 

Komórki wolne 
Free cells 

9,0 
 

1,3 
 

0,17 
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DYSKUSJA WYNIKÓW 

Badania nad procesami wykorzystuj�cymi immobilizowane komórki zosta�y zapo-
cz�tkowane kilkadziesi�t lat temu i budz� zainteresowanie do dnia dzisiejszego. Wed�ug 
Kourkoutas i in. [2004] prace zwi�zane z immobilizacj� ca�ych komórek maj� zwykle 
charakter czysto do�wiadczalny, co wynika z du�ej ilo�ci no�ników, ich ró�norodno�ci 
pod wzgl�dem struktury i w�a�ciwo�ci, a tak�e licznych procedur wi�zania komórek  
z no�nikiem. W tematycznej literaturze niewiele jest informacji o zastosowaniu immo-
bilizowanych komórek dro�d�y w procesie dro�d�owej fermentacji cytrynowej. Autorzy 
swoje badania ograniczyli przede wszystkim do wykorzystania matryc alginianowych 
lub karagenowych, ale �adne z nich nie zosta�y u�yte na wi�ksz� skal� [Tisnadjaja i in. 
1996, Kautola i in. 1991]. Zapotrzebowanie na immobilizowane biokatalizatory nowej 
generacji jest jednak bardzo du�e, co intensyfikuje badania nad aplikacj� nowych, natu-
ralnych czy syntetycznych materia�ów matrycowych. W ramach tej pracy podj�to sze-
reg prób pu�apkowania dro�d�y w chitozanie i PVA. Zasadniczy cel stanowi�o uzyska-
nie biokatalizatorów o mo�liwie wysokiej aktywno�ci kwasotwórczej i dobrej wytrzy-
ma�o�ci mechanicznej oraz chemicznej, co uznano za podstawowe kryteria doboru wa-
runków immobilizacji. Powszechnie stosowan� metod� modyfikacji �eli jest u�ycie 
zwi�zków dwufunkcyjnych. W dyskutowanej pracy w celu stabilizacji biokatalizatorów 
chitozanowych stosowano aldehyd glutarowy. Rymowicz i in. [1993] stwierdzili,  
�e optymalne st��enie aldehydu glutarowego do utwardzania �eli alginianowych i kara-
genowych nie powinno przekracza
 0,5%, gdy� wy�sze st��enia AG powoduj� gwa�-
towne obni�enie aktywno�ci kwasotwórczej dro�d�y Y. lipolytica. Z kolei Cheng i in. 
[2006] stosuj�c 3% AG w celu zwi�kszenia stabilno�ci biokatalizatorów PVA, uzyskali 
wysok� aktywno�
 enzymów. W niniejszej pracy biokatalizatory chitozanowe trakto-
wano 0,5 oraz 0,75% roztworem aldehydu glutarowego. Biokatalizatory, na które od-
dzia�ywa� 0,75% AG, odznacza�y si� najlepszymi cechami mechanicznymi i by�y ak-
tywne. Nale�y zwróci
 uwag�, �e uzyskanie biokatalizatorów o dobrych w�a�ciwo-
�ciach mechanicznych i odpornych na czynniki chemiczne nie oznacza, �e wykazuj� 
one tak�e wysok� aktywno�
 biologiczn�. W prezentowanej pracy zaobserwowano,  
�e biokatalizatory chitozanowe typu CH+SL oraz biokatalizatory poliwinyloalkoholowe 
PVA+KB i PVA+KB/T, cechuj�ce si� najwy�sz� stabilno�ci� spo�ród wszystkich prze-
badanych w niniejszej pracy, nie produkowa�y kwasu cytrynowego. Obni�enie zdolno-
�ci dro�d�y Y. lipolytica do tworzenia KC mo�e wi�za
 si� z niekorzystnym oddzia�y-
waniem tych zwi�zków na komórk� dro�d�ow� lub jej metabolizm. Mog�y te� zaistnie
 
inne przyczyny obni�enia aktywno�ci kwasotwórczej dro�d�y. Aktywno�
 biokataliza-
torów silnie zale�y od szybko�ci dyfuzji substratów i produktów przez warstw� �elu 
tworz�cego �cian� kapsu�ki [Antczak i in. 2000, Wang i in. 2005, Fujii i in. 1999]. Du�a 
porowato�
 mo�e powodowa
 ograniczenie dyfuzji tlenu i substratów do wewn�trznych 
regionów �eli, co w konsekwencji mo�e powodowa
 cz��ciow� konsumpcj� wytworzo-
nego kwasu cytrynowego przez komórki dro�d�y. Wed�ug innych autorów w�a�ciwo�ci 
fizjologiczne i metabolizm immobilizowanych komórek dro�d�y mo�e znacznie si� 
ró�ni
 od w�a�ciwo�ci komórek wolnych [Kourkoutas i in. 2004]. 

W badaniach w�asnych zaobserwowano, �e aktywno�
 kwasotwórcza dro�d�y  
Y. lipolytica uzale�niona jest od typu no�nika zastosowanego do pu�apkowania oraz 
rodzaju zwi�zków stabilizuj�cych struktur� �eli. Najlepsze efekty kwasotwórcze uzy-
skano w hodowlach prowadzonych z udzia�em biokatalizatora chitozanowego typu 
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CH+TP+AG oraz biokatalizatora PVA+A, którego struktur� stabilizowano w 24-
godzinnym procesie mro�enia. Produkcja kwasu cytrynowego przez dro�d�e Y. lipolyti-
ca AWG7 pu�apkowane w ww. biokatalizatorach kszta�towa�a si� na poziomie 17,5–
17,9 gl-1. W przypadku hodowli z wolnymi komórkami, w której zastosowano równo-
wa�n� biomas� do wyj�ciowej w badanych biokatalizatorach, zaobserwowano prawie 
dwukrotnie ni�szy poziom kwasu cytrynowego. Wed�ug Juszczyk i in. [2005] w hodow-
li wg��bnej szczep Y. lipolytica Wratislavia AWG7 wytwarza� równie� niewielkie ilo�ci 
kwasu cytrynowego (11,0 gl-1). Obj�to�ciowa szybko�
 produkcji kwasu cytrynowego 
przez immobilizowane komórki szczepu Wratislavia AWG7 by�a podobna do warto�ci 
uzyskanych przez innych autorów. W zale�no�ci od rodzaju pod�o�a, techniki immobi-
lizacji i u�ytego szczepu dro�d�y wielko�
 tego parametru wynosi�a od 0,006 do 1,16 
gl-1 h-1  [Rymowicz i in. 1993, Kautola i in. 1991, Tisnadjaja i in. 1996]. 

Niew�tpliwie, zakres przeprowadzonych do�wiadcze� nie wyczerpa� wszystkich 
mo�liwo�ci badawczych, które mog� mie
 wp�yw na proces biosyntezy kwasu cytry-
nowego z udzia�em immobilizowanych komórek dro�d�y. Konieczne s� dalsze szczegó-
�owe badania, które pozwol� na udoskonalenie metody otrzymywania stabilnych  
chemicznie i aktywnych kwasotwórczo biokatalizatorów. 

Reasumuj�c, mo�na stwierdzi
, �e aktywno�
 kwasotwórcza dro�d�y pu�apkowa-
nych w �elach chitozanowych i poliwinyloalkoholowych w istotny sposób uzale�niona 
jest od sposobu uzyskiwania powy�szych biokatalizatorów oraz rodzaju stosowanej 
modyfikacji do wzmocnienia struktury biokatalizatora. Spo�ród badanych biokatalizato-
rów najlepsze efekty kwasotwórcze uzyskano w hodowlach z udzia�em komórek dro�-
d�y Y. lipolytica Wratislavia AWG7 unieruchomionych w �elu chitozanowych typu 
CH+TP+AG, stabilizowanym dodatkowo 0,75% AG oraz w �elu poliwinyloalkoholo-
wym typu PVA+A, stabilizowanym azotanem (V) wapnia. Przeprowadzenie procesu 
biosyntezy kwasu cytrynowego przez immobilizowane komórki dro�d�y w reaktorze 
barbota�owym lub typu air-lift mo�e znacznie poprawi
 podstawowe parametry kine-
tyczne i wydajno�
 procesu. 
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BIOSYNTHESIS OF CITRIC ACID FROM GLICEROL BY YARROWIA
LIPOLYTICA IMMOBILIZED IN CHITOSANE AND POLIVINYLALCOHOL  

Abstract. Yarrowia lipolytica Wratislavia AWG7 yeast strain was immobilized in differ-
ent kind of chitosane and PVA gels and used for biosynthesis of citric acid from glycerol. 
The yeast strain produced citric acid in the range from 0 to 17,5 gl-1 in 7-days shake flask. 
Chitosane biocatalyst type of CH+TP+AG and polivinylalcohol biocatalyst type PVA+A 
produced citric acid with the highest production rate and the yield; 2,5 gl-1d-1, 0,54 gg-1 
and 2,5 gl-1d-1, 0,52 gg-1, respectively. 
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ASYMILACJA NIETYPOWYCH �RÓDE� W�GLA  
PRZEZ MIKROORGANIZMY O SPECYFICZNYCH 
UZDOLNIENIACH DO �YCIA W WYSOKO 
STRESOGENNYCH �RODOWISKACH* 

Isaura Zaleska, Micha� Piegza 
Uniwersytet Przyrodniczy we Wroc�awiu1 

Streszczenie. Utylizacja oleistych odpadów przemys�u spo�ywczego i motoryzacyjnego 
stanowi jedno z istotniejszych i trudniejszych wyzwa� dla ochrony �rodowiska. W niniej-
szej pracy podj�to prób� wyselekcjonowania mikroorganizmów zdolnych do biologicznej 
asymilacji nietypowych �róde� w�gla. Rozwój ponadprzeci�tnych uzdolnie� enzymatycz-
nych u takich mikroorganizmów mo�e by
 indukowany przez stresogenne �rodowisko 
�ycia, a tym samym umo�liwia utylizacj� szkodliwych dla �rodowiska odpadów. 
Do izolacji mikroorganizmów wybrano nisz�, w której by�y stosowane ró�ne, silne deter-
genty inhibuj�ce wzrost drobnoustrojów. W efekcie wieloetapowej izolacji otrzymano 22 
szczepy, w tym 18 szczepów dro�d�y nale��cych do rodzajów: Candida, Trichosporon, 
Geotrichum, Pichia oraz 4 szczepy bakterii. 
Wszystkie badane drobnoustroje wykaza�y wysok� zdolno�
 nie tylko wzrostu w obecno-
�ci detergentów, ale i asymilacji odpadów pochodzenia oleistego. Przeprowadzono ho-
dowle ze z�o�onymi �ród�ami w�gla, takimi jak oleje z przemys�u spo�ywczego i motory-
zacyjnego (benzyna bezo�owiowa oraz paliwo lotnicze), uzyskuj�c w wielu przypadkach 
wysoki przyrost biomasy w otrzymanych p�ynach pohodowlanych. Oceniono wybrane ak-
tywno�ci hydrolaz, wskazuj�c na szerokie uzdolnienia enzymatyczne testowanych izolatów. 
Jako mikroorganizmy wzorcowe, z którymi porównano zdolno�ci wzrostu na trudno de-
gradowalnych zwi�zkach oleistych – jedynych �ród�ach w�gla, wybrano drobnoustroje 
charakteryzuj�ce si� zdolno�ci� do utylizacji ropopochodnych odpadów Yarrowia lipoly-
tica oraz wysoko uzdolnione lipolitycznie Geotrichum candidum. 

S�owa kluczowe: degradacja olejów, Candida pelliculosa, Trichosporon cutaneum,  
Candida tropicalis, lipazy,  utylizacja ropopochodnych odpadów 

 
 

* Praca zrealizowana w Studenckim Kole Naukowym Biotechnologów przy Katedrze 
    Biotechnologii i Mikrobiologii �ywno�ci w latach 2006–2007. 
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WST�P 

Post�p urbanizacji przyczynia si� do powstawania ogromnej ilo�ci odpadów, w tym 
zwi�zków ropopochodnych, a rozwi�zania przemys�owego zagospodarowania zdecy-
dowanie nie nad��aj� za wszechstronnie poj�t� utylizacj�. G�ówny problem stanowi� 
zanieczyszczenia, takie jak zu�yte oleje czy smary, a ich utylizacja systematycznie 
wzrastaj�cej masy odpadów  stanowi du�y problem w ochronie �rodowiska [Goncalves  
i in. 2007, Kasprzak i in. 2002]. 

Biotechnologia �rodowiska staje si� jedn� z najwa�niejszych dziedzin wspó�cze-
snych nauk przyrodniczych. Technologiczne wykorzystanie organizmów �ywych, zdol-
nych do utylizacji trudno degradowalnych odpadów organicznych [Alexieva i in. 2004, 
Ijah i in. 1998; Kaczorek i in. 2003, Kwapisz 2006, Lata�a i Wierzba 2004, Lisowska  
i D�ugo�ski 2003, Oh i in. 2000, �oga�a i in. 2005], takich jak odpady ropopochodne, 
jest obecnie dobrym rozwi�zaniem dla rekultywacji gleb i wód ska�onych substancjami 
olejopodobnymi [Ijah i in. 1998, Kaczorek i in. 2003, Kwapisz i in. 2006, Lata�a  
i Wierzba 2004, �oga�a i in. 2005]. 

Wielopier�cieniowe w�glowodory aromatyczne (WWA) pochodz�ce g�ównie  
z przeróbki ropy naftowej stanowi� najszersz� grup� toksycznych zwi�zków. S� to 
ksenobiotyki, które z czasem staj� si� coraz bardziej oporne na rozk�ad – tym samym 
rosn� ich mutagenne i toksyczne w�a�ciwo�ci. 

Asymilacja ropopochodnych odpadów zachodzi
 mo�e na drodze chemicznej, a tak�e 
z udzia�em wyspecjalizowanych mikroorganizmów. Procesy chemiczne, to reakcje takie 
jak: arylowanie, alkilowanie, dealkilowanie, dehalogenacja, hydroliza estrów lub ami-
dów, utlenianie, redukcja, hydroksylacja pier�cienia aromatycznego, rozerwanie pier-
�cienia aromatycznego, kondensacja i tworzenie koniugantów. Dzia�anie drobnoustro-
jów ujawnia si� przede wszystkim: utlenieniem cz�steczki w�glowodoru, rozerwaniem 
wi�za� C-C, atakiem na grupy funkcyjne zawieraj�ce np. metal oraz biokrakingiem 
w�glowodorów ci��szych [Kwapisz 2006]. Wykorzystywane do rozk�adu odpadów 
organicznych mikroorganizmy musz� cechowa
 si� odpowiednim aparatem enzyma-
tycznym, umo�liwiaj�cym utylizacj� odpadów na drodze reakcji metabolicznych  
w �rodowisku wodnym, ale tak�e niewodnym. Spowodowa�o to rozwój nowej ga��zi 
biotechnologii nazwanej „biokataliz� w niekonwencjonalnych mediach” lub enzymolo-
gi� niewodn� [Antczak, Graczyk 2002]. 

Podmiotem przeprowadzonych bada� by�y odpady pochodzenia oleistego, w któ-
rych sk�ad wchodz� liczne lipidy, a do ich skutecznej utylizacji poszukiwano charakte-
ryzuj�cych si� wydajn� biosyntez� lipaz. 

Wyizolowane z wysoko stresogennego �rodowiska mikroorganizmy posiadaj� 
uzdolnienia hydrolityczne, które umo�liwiaj� im nie tylko wzrost w niekorzystnych 
warunkach �ycia, ale równie� sprzyjaj� asymilacji trudno degradowalnych zwi�zków 
w�glowych. 

MATERIA�Y I METODY 

Mikroorganizmy. Badane mikroorganizmy wyizolowano z odp�ywów zlewozmy-
waków wroc�awskich punktów gastronomicznych. 

Izolacje do czystych kultur prowadzono w kolejnych pasa�ach na pod�o�u  
bulion+agar, poniewa� wzrost uzyskanych drobnoustrojów na tym pod�o�u by� wybitnie 
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obfity. Czyste kultury mikroorganizmów, w przewa�aj�cym stopniu dro�d�y, poddano 
identyfikacji testem API 32C, a 4 szczepy bakteryjne zidentyfikowano na podstawie 
obserwacji mikroskopowych i makroskopowych. 

Testy dyfuzyjne. Aktywno�
 amylolityczn�, proteolityczn� i lipolityczn� zbadano, 
wykonuj�c testy dyfuzyjne na p�ytkach Petriego. Wielko�
 strefy przeja�nie� wokó� 
kolonii badanego drobnoustroju odpowiada�a strefom dyfuzji enzymów degraduj�cych 
odpowiedni substrat. Miar� aktywno�ci by� stosunek �rednicy strefy rozja�nienia pod�o�a 
(R) wyra�onej w [mm] do �rednicy kolonii (r) wyra�onej w [mm]. Hodowle p�ytkowe 
prowadzono przez 7 dni w 30°C. Do oznaczenia poszczególnych aktywno�ci enzyma-
tycznych wykorzystano nast�puj�ce pod�o�a (g·l-1): AA, ekstrakt mi�sny (3), pepton (5), 
skrobia rozpuszczalna (2), agar (20); AP (g·l-1): pepton (5), NaCl (5), glukoza (1), agar 
(20), mleko odt�uszczone (50 ml); AL (g·l-1): tributyryna (10), bactopepton (10), eks-
trakt mi�sny (10), glukoza (10), NaCl (5), agar (20). Aktywno�
 amylolityczn� ozna-
czano na pod�o�u AA, proteolityczn� na pod�o�u AP, a lipolityczn� na pod�o�u AL. 

Metody hodowlane. W celu oznaczenia aktywno�ci zewn�trzkomórkowych proteaz 
i lipaz przeprowadzono 7-dobowe hodowle wstrz�sane w 30°C badanych mikroorgani-
zmów w pod�o�u AZP i AZL. AZP (g·l-1): ekstrakt dro�d�owy (0,5), MgSO4·H2O (1), 
KH2PO4 (0,1), Fe2(SO4)3·7H2O (0,01), CaCl2 (0,1), pióra kurze (0,1) oraz dla zewn�trz-
komórkowych lipaz AZL (g·l-1): bulion (8), 0,5 ml oleju rzepakowego – na 50 ml po-
�ywki w kolbach Erlenmeyera. Substratem dla proteaz by�y odt�uszczone pióra kurze,  
a dla indukcji lipaz – do pod�o�a dodano 1% oleju rzepakowego.  

Metody analityczne. Aktywno�
 proteolityczn� oznaczano zmodyfikowan� metod� 
Ansona [Rodziewicz i 	aba 2005]. Mieszanin� reakcyjn� stanowi�o 1 ml 2% substratu 
kazeinowego, 0,02 ml p�ynu pohodowlanego, 0,98 ml 0,1 M buforu boranowego. Po 
20-minutowej inkubacji w 30°C reakcj� enzymatyczn� zatrzymano 2 ml 6% TCA,  
a nast�pnie 15 min wirowano. Ekstynkcj� próby w�a�ciwej wobec próby kontrolnej 
odczytano przy d�ugo�ci fali � = 280 nm. 

Oznaczenie aktywno�ci lipolitycznej [Rywi�ska i in. 2005] przeprowadzono na sub-
stracie z�o�onym z 25 ml oliwy z oliwek, 5 ml 5% gumy arabskiej, 10 ml 0,075 M 
CaCl2, 10 ml 1 M NaCl (ca�o�
 rozcie�czono pi�ciokrotnie w Tris-HCl). Do 1 ml sub-
stratu dodano 0,1 ml p�ynu pohodowlanego i mieszanin� inkubowano w 37°C przez  
2 godziny. Reakcj� przerwano, dodaj�c 0,25 ml EtOH i miareczkowano 0,05 M NaOH 
w obecno�ci fenoloftaleiny. 

Przeprowadzono równie� hodowle wstrz�sane na pod�o�u o sk�adzie: 0,8% bulionu, 
1% �ród�o w�gla – zu�yte oleje przek�adniowy, silnikowy, rzepakowy oraz benzyn� 
bezo�owiow� i paliwo lotnicze AV Gas 100LL. W otrzymanych p�ynach pohodowla-
nych zbadano aktywno�
 lipolityczn� i aktywno�
 peroksydazy (w zale�no�ci od zasto-
sowanego �ród�a w�gla) [K�yszejko-Stefanowicz  1999]. 

Ponadto w p�ynie pohodowlanym AZP oznaczono ilo�
 bia�ek metod� Bradford 
[Bradford 1976]. 

Mikrohodowle. Testowano szereg olejopochodnych substratów stanowi�cych jedy-
ne �ród�o w�gla (1%) w hodowli wstrz�sanej w pod�o�u bulionowym (0,8 %). Mikro-
hodowle przeprowadzono w aparacie BioscreenC przez 90 godzin. Studzienki hodowlane 
uzupe�niono 300 �l pod�o�a (8 g·l-1 bulionu), 30 �l zmywu z 72-godzinnej hodowli 
mikroorganizmu na skosie i 17,5 �l trudno degradowalnego odpadu oleistego. W ka�dej 
ze studzienek aparat mierzy� zmiany zm�tnienia odpowiadaj�ce przyrostowi biomasy. 
Wszystkie mikrohodowle zosta�y przygotowane w 3 powtórzeniach. Kontrol� do oceny 
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wzrostu stanowi�a hodowla, gdzie �ród�em w�gla by�a 1% glukoza. Podczas hodowli 
mierzono zmiany zm�tnienia odpowiadaj�ce przyrostowi biomasy, któr� porównano  
z maksymaln� szybko�ci� wzrostu � (h-1).  

W pierwszej cz��ci mikrohodowli, jako �ród�a w�gla, zastosowano 5% dodatek  
detergentów. Podstawowe medium stanowi� 0,8% bulion. Zbadano wp�yw 3 p�ynów do 
mycia naczy� oznaczonych symbolami A, B i C oraz p�yn D o reklamowanej 99% sku-
tecznej dezynfekcji. 

Drug� cz��
 mikrohodowli w aparacie BioscreenC – mikrohodowle z dodatkiem 
�róde� w�gla (1%) stanowi�y trudno degradowalne olejopochodne odpady. Zastosowano 
zu�yte oleje przek�adniowy, silnikowy, rzepakowy oraz benzyn� bezo�owiow� i paliwo 
lotnicze AV Gas 100LL. 

OMÓWIENIE I DYSKUSJA WYNIKÓW 

Wyizolowane dro�d�e zidentyfikowano przy u�yciu testu API 32C i sklasyfikowano 
jako nale��ce do rodzajów: Candida pelliculosa, Trichosporon cutaneum, Candida 
sake, Candida melibiosica, Candida tropicalis, Pichia etchellsii, Geotrichum sp. (tab. 
1). Na podstawie obserwacji w�ród 4 szczepów bakteryjnych zidentyfikowano dwa 
szczepy Bacillus sp. oraz dwa szczepy Bacterium sp. 

Tabela 1. Wyniki identyfikacji wyizolowanych dro�d�y przy u�yciu testu API 32 C 
Table 1. Results of the identification of isolated yeasts by API 32C test 

Szczep 
Strain 

Zidentyfikowane dro�d�e 
Yeast identification 

(% trafno�ci / accurance) 
ZP1 Trichosporon cutaneum  (96,7%) 
ZP2 Trichosporon cutaneum (97,7%) 
ZP3 Geotrichum sp. (99,9%) 
ZP5 Candida melibiosica (89%) 
ZP6 Candida pelliculosa  (99,9%) 
ZP7 Candida sake (79%) 
ZP8 Trichosporon cutaneum (98%) 
ZP9 Candida pelliculosa  (99,9%) 

ZP10 Candida pelliculosa  (99,9%) 
ZP11 Candida pelliculosa  (95%) 
ZP12 Trichosporon cutaneum ( 98%) 
ZP15 Candida sake (86%) 
ZP16 Candida tropicalis (75,1%) 
ZP17 Pichia etchellsii (79%) 
ZP19 Candida pelliculosa  (99,9%) 
ZP20 Candida pelliculosa  (99,9%) 
ZP21 Candida pelliculosa  (99,9%) 
ZP22 Candida pelliculosa (99,9%) 

 
Dro�d�e najch�tniej zasiedlaj� ekosystemy wodne. S� to organizmy eukariotyczne, 

posiadaj�ce uzdolnienia do transformacji i degradacji ró�nych grup w�glowodorów 
zarówno alifatycznych, jak i aromatycznych oraz trudno przyswajalnych zwi�zków 
acyklicznych [Kwapisz 2006].  
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Wyizolowane w niniejszej pracy szczepy dro�d�y nale�� do drobnoustrojów  
z rodzajów o potencjalnie wysokich zdolno�ciach enzymatycznych, pozwalaj�cych na 
utylizacj� ropopochodnych odpadów, co potwierdzaj� nieliczne doniesienia literaturo-
we. Dro�d�e z rodzaju Candida �atwo utylizuj� odpady po produkcji oleju z oliwek 
[Goncalves 2007]. C. pelliculosa, C. tropicalis, jak równie� Pichia sp. charakteryzuj� 
si� wysokimi zdolno�ciami do produkcji lipaz, tym samym s� potencjalnie zdolne do 
rozk�adu olejopochodnych odpadów. Na szczególn� uwag� zas�uguje C. tropicalis, 
poniewa� nie wymaga obecno�ci czynników wzrostowych, a jedynie zwi�zków mine-
ralnych, dlatego nadaje si� do efektywnej utylizacji ró�nego rodzaju odpadów przemy-
s�owych [Sobczak 1993]. Wyizolowane z gleby dro�d�e C. tropicalis posiadaj� enzy-
matyczne zdolno�ci degradacji m.in. ropy naftowej [Ijah 1998], podobnie jak Tricho-
sporon cutaneum utylizuj� równie� odpady poprodukcyjne z przemys�u sa�atkowego 
[Zheng i in. 2003]. Dro�d�e T. cutaneum charakteryzuj� si� wysok� aktywno�ci� lipoli-
tyczn� i proteolityczn� [Cobro 2001], ale jednocze�nie s� zdolne do asymilacji fenolo-
pochodnych odpadów [Alexieva i in. 2004]. Jak donosz� dane literaturowe, tak�e dro�-
d�e Geotrichum sp. (zw�aszcza Geotrichum candidum) zaliczane s� do efektywnych 
producentów zarówno wewn�trz-, jak i zewn�trzkomórkowych lipaz, co predysponuje 
je do wykorzystania w utylizacji odpadów t�uszczowych [Rywi�ska i in. 2005, Rywi�-
ska i Witkowska 2006].  

Wyniki testów dyfuzyjnych wykaza�y, �e najlepsze uzdolnienia amylo-, proteo-,  
i lipolityczne posiadaj� C. pelliculosa ZP 20, C. pelliculosa ZP 10, C. pelliculosa ZP 11 
(rys. 1, 2, 3). 

Najwy�sz� aktywno�
 zewn�trzkomórkowych amylaz zaobserwowano u C. pellicu-
losa ZP 11. Ten sam szczep wykaza� znaczn� aktywno�
 zewn�trzkomórkowych lipaz, 
– wspó�czynnik dyfuzji wyniós� 1,45. Z kolei C. pelliculosa ZP 9 wykaza� najwy�sz� 
aktywno�
 proteolityczn�, a Geotrichum sp. ZP 3 okre�lono jako najefektywniejszy 
szczep w produkcji zewn�trzkomórkowych lipaz. 

Szczegó�ow� charakterystyk� biochemiczn� badanych mikroorganizmów rozpocz�-
to od oznaczenia poziomu bia�ka (metod� Bradford). Szczepy bakteryjne ZP 4 i ZP 14 
charakteryzowa�y si� najwy�sz� produkcj� zewn�trzkomórkowych bia�ek (575 μg·ml-1 
Bacillus sp. ZP4, 494 μg·ml-1 Bacillus sp. ZP14); w�ród dro�d�y dominowa� szczep  
T. cutaneum ZP1 432 μg·ml-1 (rys. 4). 

Aktywno�
 proteolityczna oznaczana zmodyfikowan� metod� Ansona by�a najwi�ksza 
u szczepów Bacillus sp. ZP 14 (0,0245 J·ml-1·min-1), Bacillus sp. ZP 13 (0,02 J·ml-1·min-1), 
Geotrichum sp. ZP 3 (0,018 J·ml-1·min-1) oraz C. sake ZP 15 (0,017 J·ml-1·min-1) (rys. 5). 

Wysok� aktywno�ci� zewn�trzkomórkowych lipaz wykaza� si� szczep Bacillus sp.  
P 13 (1,5 J·ml-1·min-1), oraz wszystkie szczepy z gatunku C. pelliculosa ZP 9  
(1,25 J·ml-1·min-1), C. pelliculosa ZP 10 (1,2 J·ml-1·min-1), ZP 11 (1,45 J·ml-1·min-1), ZP 19  
(0,5 J·ml-1·min-1), ZP 20 (0,7 J·ml-1·min-1), ZP 21 (1,2 J·ml-1·min-1), ZP 22  
(1,3 J·ml-1·min-1) (rys. 6).  

W niniejszej pracy podj�to równie� prób� oceny wp�ywu wysokiego st��enia (5%)  
4 ró�nych detergentów na wzrost biomasy wyizolowanych mikroorganizmów. W przy-
padku p�ynów do mycia naczy� A, B, C zaobserwowano wzrost wszystkich mikroorga-
nizmów, jedynie p�yn D powodowa� inhibicj� wzrostu. Wyniki przedstawiono w tabeli 2. 
Hodowle prowadzone w pod�o�ach z dodatkiem trudno degradowalnych odpadów (1%) 
pochodz�cych z przemys�ów motoryzacyjnego i spo�ywczego pozwoli�y na wybór 
szczepów najlepiej przystosowanych do asymilacji olejopochodnych odpadów. Wyniki 
prowadzonych hodowli przedstawiono w tabeli 3.  
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Tabela 2. Maksymalna szybko�
 wzrostu mierzona w mikrohodowlach w obecno�ci detergentów 
(5%) jako jedynych �róde� w�gla 

Table 2. Maximal velocity of the growth measured in microcultures with detergents (5%)  
as the only carbon source 

5% �ród�o w�gla 
Carbon source 

Maksymalna szybko�
 wzrostu 
Maximum growth speed 

Najwy�szy wzrost w hodowli w aparacie 
BioscreenC 

Maximum growth in BioscreenC 

[h-1] szczep 
strain OD szczep 

strain 

Detergent A 
0,004 Trichosporon cutaneum ZP12 1,21 Trichosporon cutaneum ZP12 
0,002 Candida pelliculosa ZP22 1,1 Candida pelliculosa ZP22 

  0,96 Bacterium sp. ZP18 

Detergent B 
0,007 Candida pelliculosa ZP22 1,35 Candida pelliculosa ZP22 
0,004 Pichia etchellsii  ZP 17 1,19 Pichia etchellsii ZP17 
0,001 Candida pelliculosa ZP21 1,04 Candida pelliculosa ZP21 

Detergent C 
0,0034 Bacillus sp. ZP13 1,16 Bacillus sp. ZP13 
0,0025 Candida pelliculosa ZP22 1,12 Candida pelliculosa ZP22 
0,0009 Candida pelliculosa ZP19 1,03 Candida pelliculosa ZP19 

Detergent D Brak wzrostu 
No growth 

0,11 Trichosporon cutaneum ZP2 
0,08 Geotrichum sp. ZP3 
0,06 Trichosporon cutaneum ZP8 

Tabela 3. Maksymalna szybko�
 wzrostu mierzona w mikrohodowlach w obecno�ci zró�nico-
wanych �róde� w�gla 

Table 3. Maximal velocity of the growth measured in microcultures with addition of diverse 
carbon source 

1% �ród�o w�gla 
Carbon source 

Maksymalna szybko�
 wzrostu 
Maximum growth speed 

Najwy�szy wzrost w hodowli w aparacie 
BioscreenC 

Maximum growth in BioscreenC 
[h-1] szczep – strain OD szczep – strain 

Glukoza 
Glucose 

0,0125 Bacillus sp. ZP14 1,76 Bacillus sp. ZP14 
0,0118 Geotrichum candidum D2 1,7 Geotrichum candidum D2 
0,099 Geotrichum sp. ZP3 1,56 Candida sake ZP15 

Zu�yty olej 
przek�adniowy 
Gear oil waste 

0,0141 Geotrichum candidum D2 1,89 Geotrichum candidum D2 
0,0085 Candida sake ZP15 1,46 Candida sake ZP15 
0,0077 Bacillus sp. ZP14 1,41 Bacillus sp. ZP14 

Zu�yty olej  
rzepakowy 

Rapeseed oil waste 

0,0095 Geotrichum candidum D2 1,53 Geotrichum candidum D2 
0,007 Geotrichum candidum CCM 1,37 Geotrichum candidum CCM 
0,006 Geotrichum candidum B1 1,31 Geotrichum candidum B1 

Zu�yty olej silnikowy 
Engine oil waste 

0,0312 Geotrichum candidum D2 4,07 Geotrichum candidum D2 
0,0277 Geotrichum candidum OL 3,49 Geotrichum candidum OL 
0,0248 Yarrowia lipolytica PII6c 3,05 Yarrowia lipolytica PII6c 

Benzyna bezo�owiowa 
Unleaded petrol 0,002 Bacillus sp. ZP13 1,19 Geotrichum candidum B1 

Paliwo lotnicze 
Avgas 
100LL 

0,0092 Bacterium sp. ZP4 1,51 Bacterium sp. ZP4 
0,005 Candida pelliculosa ZP22 1,3 Bacillus sp. ZP13 
0,0059 Bacillus sp. ZP13 1,25 Candida pelliculosa ZP22 

 
Analizuj�c aktywno�ci hydrolityczne otrzymane w wyniku hodowli na trudno przy-

swajalnych �ród�ach w�gla, wybrano 9 szczepów charakteryzuj�cych si� najwi�kszymi 
uzdolnieniami do asymilacji odpadów przemys�u motoryzacyjnego i spo�ywczego. Drob-
noustroje te wykorzystano w ostatnim etapie bada�, który mia� na celu zbadanie wp�ywu 
zastosowanego �ród�a w�gla na zewn�trzkomórkow� aktywno�
 peroksydazy i lipaz. 
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Umiej�tno�
 rozk�adu nadtlenku wodoru, który jest czynnikiem szkodliwym dla mi-
kroorganizmów, wskazuje na zdolno�
 do syntezy peroksydazy, tym samym potencjal-
nie klasyfikuje je jako uzdolnione do �ycia w wysoko stresogennych warunkach �rodo-
wiska �ycia. 

Drobnoustroje z gatunku C. pelliculosa, z wyj�tkiem C. pelliculosa ZP 12 (0,7– 
10,5 μmol·l-1), wykaza�y si� nisk� aktywno�ci� zewn�trzkomórkowej peroksydazy, 
natomiast Trichosporon cutaneum ZP 1 (1,8–10,0 μmol·l-1) oraz T. cutaneum ZP 2 (7,0–
10,5 μmol·l-1) na ka�dym z u�ytych �róde� w�gla mia�y wysok� aktywno�
 peroksydazy 
(rys. 7).  

Wiekszo�
 badanych szczepów hodowana na nietypowych �ród�ach wegla wykaza�a 
aktywno�
 lipolityczn� porównywaln� (a nawet wy�sz�) do aktywno�ci oznaczonej  
w pod�o�u kontrolnym zawieraj�cym glukoz�, co sugeruje indukowany charakter 
aparatu enzymatycznego. W przypadku szczepu C. pelliculosa ZP 11 aktywno�
 
lipolityczna hodowli na zu�ytym oleju rzepakowym (1%) wynios�a 0,02 J·ml-1·min-1, 
podczas gdy zu�yty olej przek�adniowy (1%) stymulowa� produkcj� lipaz na poziomie 
11,88 J·ml-1·min-1. Wszystkie badane szczepy ros�y na zu�ytym oleju silnikowym, 
benzynie bezo�owiowej i paliwie lotniczym (rys. 8). 

Porównuj�c wyniki uzyskane przez Rywi�sk� i in. [2005] z badaniami w�asnymi 
zauwa�ono podobne warto�ci aktywno�ci lipolitycznej badanych szczepów C. pelliculosa 
ZP 10, ZP 11, ZP 12, ZP 21, ZP 22 do aktywno�ci wzorcowych szczepów Geotrichum 
candidum opisanych przez autork� (hodowla 7-dobowa na 1% oleju rzepakowym).  
W badaniach w�asnych w wyniku 7-dobowej hodowli na 1% glukozie zaobserwowano, 
�e zdecydowanie lepsz� produkcj� lipaz wykaza�y si� szczepy ZP. W cytowanej pracy 
w przypadku Geotrichum candidum aktywno�
 lipolityczn� nie przekroczy�a 2 J·ml-

1·min-1, natomiast u szczepów C. pelliculosa ZP 11 i ZP 22 osi�gn��a nawet 12 J·ml-

1·min-1. Szczepy ZP, w odniesieniu do G. candidum, u którego zbadano asymilacj� 
szlamu jako �ród�a w�gla i induktora aktywno�ci lipolitycznej [Rywi�ska i Witkowska 
2006], wykaza�y si� lepsz� aktywno�ci� lipolityczn� na trudno degradowalnych �ró-
d�ach w�gla. 

W literaturze �wiatowej mo�na znale�
 liczne wzmianki na temat biosyntezy enzy-
mów hydrolitycznych i asymilacji zwi�zków t�uszczowych przez rodzaj Yarrowia  
lipolytica [Czajgucka i in. 2006, Gdula i in. 2002, �oga�a i in. 2005]. Badany  
w niniejszej pracy jako szczep wzorcowy Yarrowia lipolytica A-101 charakteryzowa� 
si� du�o ni�szym wzrostem na ropopochodnych odpadach ni� szczepy ZP. Inny, opisa-
ny w literaturze, szczep Y. lipolytica PII6a [Czajgucka i in. 2006], jako dobrze degradu-
j�cy bia�ka i t�uszcze, wykaza� si� ni�sz� maksymaln� szybko�ci� wzrostu na nietypo-
wych �ród�ach w�gla ni� szczepy ZP, wobec których by� szczepem wzorcowym  
(tab. 3). 

Porównuj�c doniesienia literaturowe z badaniami w�asnymi, szczepy ZP mo�na 
uzna
 za interesuj�ce pod k�tem mikrobiologicznej utylizacji ropopochodnych odpa-
dów. Wyizolowane ze stresogennego �rodowiska mikroorganizmy scharakteryzowano 
jako wyposa�one w wysoko wyspecjalizowany aparat enzymatyczny, umo�liwiaj�cy im 
nie tylko prze�ycie w niekorzystnych warunkach �rodowiskowych, ale równie� wyko-
rzystanie trudno degradowalnych odpadów jako jedynych �róde� w�gla. Umiej�tno�
 
produkcji peroksydazy potencjalnie klasyfikuje drobnoustroje jako zdolne do wzrostu  
w innych stresogennych warunkach, co w po��czeniu z wysoko rozwini�tymi uzdolnie-
niami lipolitycznymi oraz wydajnym namna�aniem biomasy na kseno-biotycznych 
�ród�ach w�gla czyni badane mikroorganizmy dobrymi sk�adnikami szczepionki do 
rekultywacji ska�onych terenów.  
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WNIOSKI 

1. Wysoko stresuj�ce �rodowiska, jakie stanowi� odp�ywy zlewozmywaków wro-
c�awskich pubów i restauracji zasiedlaj� g�ównie dro�d�e, i to o wysokich uzdolnie-
niach enzymatycznych. 

2. Zidentyfikowane mikroorganizmy charakteryzuj� si� wysoko wyspecjalizowa-
nym aparatem enzymatycznym, zw�aszcza lipolitycznym. 

3. Wszystkie badane drobnoustroje posiadaj� zdolno�ci asymilacji zró�nicowanych 
ropopochodnych odpadów. W odniesieniu do wzorcowych szczepów gatunków Geotri-
chum candidum i Yarrowia lipolytica, wyizolowane i zidentyfikowane szczepy zarówno 
dro�d�y, jak i bakterii wykazuj� porównywalne, a niekiedy korzystniejsze uzdolnienia 
enzymatyczne. 
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THE ASYMILATION OF ATYPICAL CARBON SOURCES  
BY MICROORGANISMS WITH A SPECIFIC APTITUDE  
FOR LIVING IN HIGH-STRESS ENVIRONMENT 

Abstract: An utilization of the oily waste from the food and automotive industry is both 
one of the most important and hard challenge for the environment protection. In this work 
the attempt to select the microorganisms able to biological assimilation of atypical carbon 
source has been introduced. The development of prowess enzymatic abilities in these mi-
croorganisms can be induced by stressogenic environment of live and enables the utiliza-
tion of harmful wastes.  
To isolate the microorganisms a special niche was chosen, into which few different, 
strong detergents that inhibits the growth of microorganisms were applied. As a result  
of the multiphase isolation 22 strains were obtained, 18 yeasts from Candida, Trichospo-
ron, Geotrichum and Pichia type, and 4 bacterias.   
Every of the microorganisms surveyed had a high ability to the oily waste assimilation.  
A culture with a complex carbon source, like oils from the food and automotive industry, 
gasoline and air-fuel was made. In the result high biomass growth was observed. Selected 
activities of the hydrolase were evaluated and they showed high enzymatic abilities  
of the tested isolates. 
As a model organisms, which the abilities of growth on the hard – degradation com-
pounds were compared with, microorganisms with utilization of petroleum derivatives  
abilities were chosen : Yarrowia lipolytica and high-capable of lipid-degradation Geotri-
chum candidum. 

Key words: utilization of the oily waste, Candida pelliculosa, Trichosporon cutaneum, 
Candida tropicalis, lipases, utilization of petroleum derivatives 
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